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Implication de la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich dans la migration et 
la rencontre des lymphocytes T CD4+ avec les cellules présentatrices de l’antigène 
RESUME
Les lymphocytes T CD4+ sont des acteurs clés dans l’orchestration d’une réponse 
immunitaire dirigée spécifiquement contre un pathogène. L’efficacité de la réponse 
immunitaire dépend de la génération de lymphocytes T CD4+, de l’acquisition de leurs 
fonctions effectrices et de l’exercice de ces dernières. Ces différentes étapes se déroulent 
successivement dans différents sites spécialisés de l’organisme. Ceci impose aux lymphocytes 
T CD4+ une grande mobilité ainsi que l’établissement de contacts privilégiés avec les cellules 
présentatrices de l’antigène, responsables de leur différenciation et de leur activation. La 
mobilité ainsi que les interactions cellulaires des lymphocytes T CD4+ requièrent une 
réorganisation continue de leur cytosquelette d’actine. Un des régulateurs majeurs du 
cytosquelette d’actine des lymphocytes T est la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich 
(WASP) dont la déficience provoque le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), une 
immunodéficience primaire sévère. Le dysfonctionnement des lymphocytes T est 
généralement considéré comme la cause majeure du dérèglement du système immunitaire 
observé chez les patients WAS. 
Mes travaux de thèse ont consisté à étudier l’implication de WASP dans la mobilité 
des lymphocytes T CD4+ humains, au cours des phases de migration et de rencontre avec les 
cellules présentatrices de l’antigène dans les contextes d’interaction non spécifique (antigènes 
du soi) et spécifique de l’antigène (antigènes exogènes). 
Nous avons tout d’abord montré que WASP n’est pas requit pour la migration dirigée 
par les chimiokines des lymphocytes T CD4+ in vitro. Ensuite, nous nous sommes intéressés 
au rôle de WASP dans l’interaction des lymphocytes T CD4+ avec des cellules présentatrices 
de l’antigène présentant des antigènes du soi. Dans cette situation, il a été précédemment 
décrit que les cellules présentatrices de l’antigène induisaient la mobilité des lymphocytes T 
et participaient au maintien de l’homéostasie lymphocytaire. De façon surprenante, nous 
avons observé que l’absence de WASP conduisait à une mobilité anormalement élevée des 
lymphocytes T CD4+ au contact des cellules présentatrices de l’antigène. Nous avons ensuite 
montré que cet excès de mobilité était lié à une adhésion LFA-1/ICAM-1 anormalement 
régulée. En conséquence de cet excès de mobilité, nous avons également observé un maintien 
favorisé de la survie homéostatique lymphocytaire. Enfin, nous avons poursuivi cette étude 
dans un contexte d’interaction avec des cellules présentatrices de l’antigène présentant des 
antigènes exogènes. Dans cette situation, il est connu que l’engagement du TCR avec les 
antigènes exogènes induit un arrêt de mobilité des lymphocytes T. Nous avons observé qu’en 
absence de WASP, les lymphocytes T CD4+ présentaient des défauts d’arrêt de migration sur 
les cellules présentatrices de l’antigène. Nous avons aussi montré un défaut d’organisation 
moléculaire de la synapse immunologique, formée entre un lymphocyte T et une cellule 
présentatrice de l’antigène. En conséquence de cette mauvaise organisation, des défauts de 
prolifération et de production de cytokines des lymphocytes T ont été révélés.  
Finalement, nos résultats indiquent que WASP agirait comme un frein sur la mobilité 
des lymphocytes T CD4+ au contact des cellules présentatrices de l’antigène pour permettre 
une interaction cellulaire optimale dans le contexte de la rencontre avec le soi et le non-soi. 
Nous proposons que ces défauts soient en partie responsables des symptômes auto-immuns et 
de l’immunodéficience observés chez les patients WAS. 
Mots Clés : Syndrome de Wiskott-Aldrich, mobilité lymphocytaire, interaction cellulaire, 
cellules présentatrices de l’antigène, cytosquelette d’actine. 
Discipline : Immunologie 
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Role of the Wiskott-Aldrich syndrome protein in CD4+ T cell migration and 
 encounter with antigen presenting cells
ABSTRACT 
CD4+ T cells orchestrate immune response directed specifically against pathogens. 
Immune response efficiency depends on the maturation of CD4+ T lymphocytes and on their 
ability to exert effectors functions. These steps occur successively in different sites of the 
organism in which T cells will interact with multiple antigen presenting cells. Tissue homing 
and antigen presenting cell scanning require a very high and regulated migratory capacity. 
This is in part controlled by actin cytoskeleton reorganization. A key regulator of actin 
cytoskeleton in T lymphocyte is the Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) which 
deficiency in humans causes the Wiskott-Aldrich syndrome (WAS), a severe primary 
immunodeficiency. T cell dysfunction is contributing to the immune system dysregulation 
observed in WAS patients. 
My thesis research consisted in studying the role of WASP in human CD4+ T
lymphocyte motility, in real time, during their migration phases and during antigen presenting 
cell encounter in the context of both non specific (self antigens) and specific interactions 
(exogenous antigens).  
First, we demonstrated that WASP is not required for CD4+ T lymphocyte chemotaxis 
in vitro. Then, we investigated the role of WASP in CD4+ T lymphocyte interaction with 
antigen presenting cells presenting self-antigens. In this context, it was previously described 
that antigen-presenting cells drive T cell motility and maintain T cell homeostasis. 
Surprisingly, we observed that the absence of WASP lead to an abnormally high CD4+ T cell 
motility at the contact with antigen presenting cells. Then, we showed that this increased 
motility is linked to an abnormal regulation of LFA-1/ICAM-1 adhesion. Consequently of this 
exacerbated motility, we also observed that T cell homeostatic survival is favored. Finally, we 
pursued our study in the context of exogenous antigen encounter. In this condition, it is 
known that TCR engagement with exogenous antigens drive T cell migration arrest. We 
observed that in the absence of WASP, CD4+ T lymphocytes are unable to stop efficiently at 
the contact with antigen presenting cells. We also demonstrated that signaling molecules at 
the immunological synapse established between T lymphocytes and antigen presenting cells 
are dispersed in the absence of WASP. Consequently to this defective organization, we 
showed that CD4+ T cell proliferation and cytokine production are impaired.  
All together, our results indicate that WASP acts as a brake on CD4+ T cell motility at 
the contact with antigen presenting cells permitting optimal cellular interaction in the context 
of self and non-self encounter. We hypothezed that these defects could be in part responsible 
for the autoimmune development and immunodeficiency observed in WAS patients.  
Keywords : Wiskott-Aldrich Syndrome, lymphocyte motility, cell interactions, antigen 
presenting cells, actin cytoskeleton
Discipline : Immunology 
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AVANT-PROPOS 
L’immunologie s’intéresse aux mécanismes de défense de notre organisme contre les 
pathogènes. Elle correspond à un domaine d’étude très étendu, tout d’abord de part la grande 
diversité des agents pathogènes, mais également de part l’existence de différentes cellules du 
système immunitaire aux mécanismes de reconnaissance et de lutte contre les pathogènes tout 
aussi variés. Une co-évolution constante des pathogènes et des cellules du système 
immunitaire à l’échelle de l’Evolution complexifie aussi ce schéma. 
L’immunologie peut être subdivisée en deux grandes lignes de défense : la réponse 
immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. La réponse immunitaire innée est 
rapide, indépendante d’une reconnaissance spécifique des pathogènes et sans mémoire de 
l’historique des pathogènes déjà rencontrés. Même si la réponse immunitaire innée peut 
parfois être suffisante pour éliminer efficacement les pathogènes infectant notre organisme, 
une seconde ligne de défense est souvent nécessaire et est déclenchée par la première. La 
seconde ligne de défense, qui correspond à la réponse immunitaire adaptative, nécessite plus 
de temps pour se mettre en place, est spécifique du pathogène et garde en mémoire les 
pathogènes rencontrés. La réponse immunitaire adaptative est conduite par les lymphocytes T 
et les lymphocytes B, cellules possédant des récepteurs leur permettant de reconnaître 
spécifiquement les pathogènes (le non-soi) et de les distinguer des constituants de notre 
organisme (le soi). Les lymphocytes activent des programmes différents face au non-soi et au 
soi. En effet, après reconnaissance du non-soi, les lymphocytes acquièrent leurs fonctions 
effectrices et ceci afin de défendre notre organisme. En revanche, ils ne doivent pas acquérir 
leurs fonctions effectrices face au soi, au risque de s’attaquer à notre propre organisme. 
Toutefois, en absence de pathogène, les lymphocytes doivent rester prêts à réagir contre le 
non-soi ; leur statut de vigilance est maintenu par leurs interactions avec le soi. Ainsi, la 
distinction entre non-soi et soi apparaît comme cruciale pour l’efficacité de la réponse 
immunitaire adaptative. Cette distinction est permise par l’interaction des lymphocytes avec 
des cellules présentatrices de l’antigène au moment de leur génération dans les organes 
lymphoïdes primaires et intervient lors de la rencontre avec les antigènes du non-soi ou du soi 
dans les organes lymphoïdes secondaires puis tertiaires.  
Il est bien connu que le cytosquelette d’actine joue un rôle majeur dans les fonctions 
de mobilité et d’interaction cellulaire des lymphocytes. Un modèle naturel de défaut 
d’organisation du cytosquelette d’actine est le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). Il s’agit 
   
10
d’une maladie génétique liée à la déficience en protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich 
(WASP). La réponse immunitaire adaptative des patients atteints de WAS est défectueuse. En 
effet ces patients présentent à la fois une immunodéficience et une susceptibilité au 
développement de cancers (déficience de la réponse immunitaire contre le non-soi) et
également une prévalence au développement de maladies auto-immunes (exacerbation de la 
réponse immunitaire contre le soi).  
Nous posons l’hypothèse qu’un des régulateurs clefs du cytosquelette d’actine, WASP, 
soit impliqué dans les mécanismes de migration des lymphocytes T et d’interaction avec les 
cellules présentatrices d’antigènes. 
Ainsi mes travaux de thèse ont consisté à mieux comprendre le rôle de WASP dans les 
lymphocytes T humains au cours de leur migration et de leurs interactions avec les cellules 
présentatrices de l’antigène à la fois dans le contexte de présentation du non-soi et du soi.   
En introduction de mes travaux de thèse, l’emphase sera portée sur la mobilité ainsi 
que sur l’interaction des lymphocytes T avec les cellules présentatrices de l’antigène en 
condition d’infection et de non infection, puis le rôle particulier du cytosquelette d’actine dans 
ces fonctions spécifiques sera présenté, avant de se focaliser sur un de ses régulateurs clefs :
WASP, dont l’importance sera soulignée par la description du tableau clinique sévère des 
patients atteints de WAS.  
Mon implication dans l’enseignement de l’immunologie à l’Université et également 
dans l’encadrement d’étudiants au laboratoire, m’a encouragé à entamer chacune des
sections de mon introduction par un résumé vulgarisé des principales informations qui y sont
présentées. Pour des raisons de clarté, ces résumés de vulgarisation scientifique apparaissent
dans des encarts au fil de l’introduction.
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I. Les lymphocytes T : chefs d’orchestre de l’immunité adaptative, 
une vie bien rythmée
Cycle de vie des lymphocytes T
Les lymphocytes T défendent notre organisme contre les pathogènes. Leur efficacité résulte
de leur capacité à reconnaître de manière spécifique un pathogène donné et à déclencher une 
attaque adaptée. Chaque lymphocyte T est doté d’un récepteur capable de reconnaître de 
manière spécifique une portion d’un pathogène donné. Ces récepteurs sont différents à la 
surface de chacun de nos lymphocytes T, permettant ainsi à notre organisme de reconnaître 
une grande diversité de pathogènes. Les lymphocytes T, aux récepteurs variés, sont conçus au 
niveau du thymus. Une fois produits, ils vont sortir du thymus et emprunter la circulation 
sanguine pour rejoindre les ganglions lymphatiques. C’est dans les ganglions lymphatiques 
qu’ils vont rencontrer les différents pathogènes qui infectent notre organisme. En effet, les 
pathogènes sont transportés par notre système immunitaire au niveau des ganglions pour être 
présentés aux lymphocytes T. Dans le cas où un lymphocyte T reconnaît de manière 
spécifique un pathogène, il s’active et se multiplie. Les lymphocytes T spécifiques du 
pathogène sont alors prêts à engager la lutte contre le pathogène reconnu. 
Il existe plusieurs sous-types de lymphocytes T, dotés d’armes différentes pour lutter contre 
les pathogènes. Les lymphocytes T CD8 (aussi appelé lymphocytes T tueurs) sont capables de 
tuer les cellules de notre organisme infectées par le pathogène reconnu. Les lymphocytes T 
CD4 (aussi appelé lymphocytes T auxiliaires) apportent un soutien aux autres cellules du 
système immunitaire en participant à leur activation. Dans les ganglions, ils vont participer à 
l’activation des lymphocytes B, producteurs d’anticorps et à l’activation des lymphocytes T 
CD8. Ils apporteront également une aide aux cellules du système immunitaire sur le site de 
l’infection, qu’ils rejoindront en passant par la circulation sanguine. 
En résumé, pour combattre un pathogène efficacement les lymphocytes T se déplacent, en 
empruntant les vaisseaux sanguins, de leur site de production (le thymus) vers le site de 
présentation des pathogènes (les ganglions), pour enfin gagner le site de l’infection. Ils sont 
donc sans cesse en mouvement dans l’organisme et vont interagir avec une grande variété de 
cellules. Parce que les lymphocytes T doivent se trouver au bon endroit, au bon moment et 
rencontrer les bons partenaires pour défendre efficacement notre organisme, leur mobilité et 
les interactions cellulaires qu’ils vont établir doivent être bien orchestrées.
Avec une vitesse moyenne de migration de 10 µm/ minutes (min), les lymphocytes T 
sont dotés d’une mobilité exceptionnelle. Leur vitesse de migration est jusqu’à 100 fois plus 
importante que celle des cellules mésenchymateuses ou épithéliales, 10 fois plus importante 
que celle des fibroblastes, et presque 2 fois plus importante que celle des lymphocytes B 
(Friedl et al., 1998b; Gudima et al., 1988; Miller et al., 2002; Pittet and Mempel, 2008).  
Mais pourquoi les lymphocytes T sont-ils d’aussi bons migrateurs ? Nous verrons dans ce 
chapitre que tout au long de leur vie, ils vont devoir migrer vers différents sites spécialisés de 
l’organisme pour pouvoir finalement remplir leurs fonctions effectrices. Les différentes 
« étapes de vie » des lymphocytes T sont présentées sous forme de schéma en Figure 1.  
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Figure 1 : Génération et migration des lymphocytes T dans l’organisme.  
Au niveau de la moelle osseuse, les cellules souches hématopoïétiques se différencient en progéniteurs 
lymphoïdes. Ces derniers rejoignent le thymus où ils poursuivent leur différenciation et subissent les sélections 
positives et négatives. Les cellules ainsi sélectionnées constituent la population de lymphocytes T naïfs. Ces 
derniers quittent le thymus pour se rendre sur leurs sites de rencontre avec les antigènes : les organes lymphoïdes 
secondaires. Au niveau des organes lymphoïdes secondaires, les lymphocytes T naïfs qui reconnaissent de 
manière spécifique un antigène présenté par les cellules présentatrices de l’antigène s’activent, prolifèrent et 
acquièrent leurs fonctions effectrices. En revanche, les lymphocytes T naïfs qui ne rencontrent pas l’antigène 
pour lequel ils sont spécifiques, circulent entre les différents organes lymphoïdes secondaires. Les lymphocytes 
T effecteurs sortent des organes lymphoïdes secondaires pour rejoindre le site de l’infection où ils exerceront 
leurs fonctions effectrices.
Les lymphocytes T ont pour origine la cellule souche hématopoïétique qui au niveau 
de la moelle osseuse va se différencier en progéniteur myéloïde commun et en progéniteur 
lymphoïde commun. Les progéniteurs lymphoïdes communs vont pénétrer dans le thymus et 
y poursuivre leur différenciation. Les cellules en différenciation dans le thymus, aussi 
appelées thymocytes, subiront une sélection positive et une sélection négative qui permettront 
de s’assurer que les lymphocytes T qui sortiront du thymus: 1/ seront capables de reconnaître 
les cellules présentatrices de l’antigène et 2/ ne réagiront pas contre le soi. À la sortie du 
thymus, les lymphocytes T qui sont alors naïfs (ils n’ont jamais rencontré l’antigène pour 
lequel ils sont spécifiques), vont gagner, en empruntant la circulation sanguine, les organes 
lymphoïdes secondaires. Ce site favorise la rencontre entre les lymphocytes T et les 
antigènes pathogènes présentés à la surface des cellules présentatrices de l’antigène, en 
condition d’infection. En absence d’interaction antigénique spécifique, les lymphocytes T 
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naïfs vont circuler entre les différents organes lymphoïdes secondaires. La spécificité 
antigénique de l’interaction entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de l’antigène, 
aboutira à l’activation du lymphocyte T. Celui-ci sera alors capable de proliférer de manière 
clonale et d’exercer ses fonctions effectrices. On parlera alors de lymphocytes T effecteurs. Ils 
pourront alors rejoindre le site de l’infection pour exercer leurs fonctions, se rendre dans les 
centres germinatifs des organes lymphoïdes secondaires pour aider à l’activation des 
lymphocytes B ou encore être mis en mémoire dans les organes lymphoïdes secondaires.
Les différentes étapes de vie des lymphocytes T seront détaillées ci-après avec une attention 
plus particulière sur la description du dynamisme des lymphocytes T CD4+ humains et de 
leurs interactions cellulaires qui ont été la thématique privilégiée des recherches que j’ai 
conduites au cours de ma thèse.  
1. Développement et sélection thymique des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
primaires  
Naissance des lymphocytes T
Les lymphocytes T sont produits au niveau du thymus à partir d’un progéniteur lymphocytaire 
provenant de la moelle osseuse et issu de la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques. Les lymphocytes T produits sont tous dotés de récepteurs qui leur
permettront de reconnaître les pathogènes de manière spécifique. Au niveau de l’ensemble de
la population produite, une grande variabilité de récepteurs est ainsi disponible. Néanmoins, 
seuls les lymphocytes T capables : 1/ d’interagir avec des cellules qui présentent les 
pathogènes et 2/ de ne pas s’activer contre le soi ; seront autorisés à quitter le thymus. Cette 
sélection au niveau du thymus permet de ne trouver en périphérie que des lymphocytes T qui 
seront capables de s’activer contre les pathogènes qui leur seront présentés mais pas contre 
le soi. 
Les lymphocytes T sont des cellules de l’immunité adaptative. Contrairement aux 
cellules de l’immunité innée, elles vont reconnaître les agents pathogènes de manière 
spécifique grâce à leur récepteur pour l’antigène : le TCR (T Cell Receptor). Les lymphocytes 
T sont divisés en 2 catégories en fonction des chaînes qui constituent leur TCR : les 
lymphocytes T

 qui sont majoritairement représentés et les lymphocytes T

qui représentent 
1 à 10 % des lymphocytes T totaux chez l’homme. Nous nous intéresserons uniquement aux 
lymphocytes T

 que nous appellerons pour des raisons de simplicité, lymphocytes T.  
Au niveau du thymus, des lymphocytes T de spécificité antigénique très variée vont 
être générés à partir des progéniteurs lymphoïdes communs. La diversité dans le répertoire 
des lymphocytes T est engendrée par un réarrangement aléatoire des gènes codant pour 
chacune des 2 chaînes du TCR. Cependant, 2 systèmes de sélection (la sélection positive et la 
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sélection négative) vont s’assurer que les lymphocytes T produits sont utiles à l’organisme,
c'est-à-dire qu’ils reconnaissent le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) du soi et 
non dangereux c'est-à-dire qu’ils ne réagissent pas contre des peptides du soi. Finalement, sur 
les millions de différents thymocytes générés dans le thymus, environ seulement 2 % d’entre 
eux seront sélectionnés et sortiront du thymus pour générer le stock de lymphocytes T 
matures naïfs en périphérie (Goldrath and Bevan, 1999; Scollay et al., 1980). 
 Les progéniteurs lymphoïdes communs accèdent au thymus en s’extravasant à partir 
des vaisseaux sanguins situés à proximité de la jonction corti-médullaire thymique (Lind et 
al., 2001; Scimone et al., 2006). L’expression des récepteurs aux chimiokines CCR7 et CCR9 
par les progéniteurs lymphoïdes communs a notamment été identifiée comme nécessaire pour 
leur accès au thymus (Scimone et al., 2006). L’entrée des progéniteurs lymphoïdes communs 
au niveau du thymus a lieu par vague avec une périodicité de 3 à 5 semaines (Foss et al., 
2001). A l’intérieur du thymus, la différenciation des progéniteurs lymphoïdes communs en 
lymphocytes T se déroule en 3 étapes, détaillées ci-dessous et distinguables sur la base de 
l’expression des corécepteurs CD4 et CD8.  
a) Expression du pré-TCR à la membrane des thymocytes 
La première étape de cette différenciation est subie par les cellules double-négatives :
CD4- CD8-. Ces cellules représentent 1 à 5 % des thymocytes et correspondent aux 
thymocytes les plus immatures. Elles vont migrer depuis la jonction cortico-médullaire vers la 
région sous-capsulaire du cortex thymique (Lind et al., 2001). Plusieurs récepteurs aux 
chimiokines (CXCR4, CCR7, CCR9) ont été identifiés comme impliqués dans cette 
migration, néanmoins aucun d’entre eux n’est apparu indispensable (Benz et al., 2004; 
Misslitz et al., 2004; Plotkin et al., 2003). La migration des thymocytes double-négatifs vers 
la zone sous capsulaire du cortex va durer entre 13 et 15 jours (Porritt et al., 2003), au cours 
desquels ils vont commencer à réarranger la chaîne  de leur TCR (Raulet et al., 1985). Les 
thymocytes double-négatifs expriment la machinerie moléculaire nécessaire au réarrangement 
des gènes codant le TCR, telle que les enzymes de recombinaison RAG1 et RAG2 
(Recombinaison Activating Genes 1 et 2) (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992). Sur 
la base de l’expression des marqueurs CD25 et CD44, 4 stades distincts de différenciation des 
thymocytes double-négatifs ont été décrits : double-négatifs 1 à 4 (DN1 à DN4) (Godfrey et 
al., 1993). Jusqu'au stade DN3, le développement des thymocytes est induit par Notch1 et 
supporté par l’IL-7 sécrétée par les cellules stromales corticales (Peschon et al., 1994; Radtke 
et al., 1999). De plus, les thymocytes eux-mêmes participent au développement des cellules 
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stromales corticales, puisqu’en leur absence le cortex thymique est histologiquement anormal 
(Hollander et al., 1995). Au stade DN2-DN3, les thymocytes vont tout d’abord, réarranger les 
gènes V, D et J codant pour la chaîne  du TCR (Saint-Ruf et al., 1994; von Boehmer, 2005). 
Si le processus de recombinaison génique est productif, la chaîne  sera exprimée à la 
membrane du thymocyte et stabilisée par la co-expression d’une chaîne  de substitution, la 
chaîne pré-T. Ensemble, la chaîne  et la chaîne pré-T formeront le pré-TCR. L’initiation 
de la transduction du signal par le pré-TCR permet l’exclusion allélique du locus  non 
réarrangé et le passage au stade DN4. Ce dernier est associé à la perte d’expression du 
marqueur CD25, puis à une prolifération cellulaire intense aboutissant au stade double-positif 
CD4+ CD8+. Ce dernier est représenté par 80 à 90 % des thymocytes présents dans le thymus 
(Sebzda et al., 1999). Il est marqué par l’expression en surface du TCR

 après recombinaison 
fonctionnelle des gènes V et J de la chaîne  (Alam et al., 1996). 
b) La sélection positive 
Les thymocytes double-positifs vont ensuite subir la sélection positive au niveau du 
cortex thymique (Benoist and Mathis, 1989). Celle-ci va permettre de ne garder que les 
thymocytes T qui ont un TCR capable de reconnaître des peptides présentés sur les molécules 
de CMH du soi par les cellules épithéliales thymiques corticales. 90 % des thymocytes 
double-positifs n’auront pas une affinité suffisante pour les complexes CMH-peptide et seront 
éliminés puisqu’incapables de recevoir les signaux de survie transmis lors d’une interaction 
de bonne affinité. Une analyse par microscopie biphotonique a permis d’observer en temps 
réel les interactions entre les thymocytes double-positifs et les cellules stromales thymiques 
donnant lieu à la sélection positive (Bousso et al., 2002). Il est apparu que 10 à 50 % des 
thymocytes double-positifs étaient très mobiles, particulièrement dans les zones où le réseau 
de cellules stromales est dense. Ces observations ont été confirmées par une étude très récente 
qui montre que les thymocytes se déplacent le long de fibres constituées par le stroma 
thymique auxquelles les cellules dendritiques thymiques adhérents (Sanos et al., 2011). Ainsi 
le microenvironnement thymique favorise les interactions cellulaires. Les thymocytes double-
positifs établissent avec les cellules épithéliales corticales 2 types d’interactions dépendantes 
du CMH du soi : des contacts stables et de longue durée et des contacts transitoires en série 
(54 % vs 46 % des contacts). Les auteurs ont parfois pu observer les 2 types de contacts 
associés à une même cellule épithéliale corticale. A l’heure actuelle, il n’a pas été identifié s’il 
y avait une différence fonctionnelle et/ou chronologique entre ces 2 types d’interactions.  
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c) La sélection négative 
Une fois la sélection positive réalisée, les thymocytes vont rejoindre la médulla 
thymique pour y poursuivre leur développement et être soumis à la sélection négative 
(Campbell et al., 1999; Kim et al., 1998; Witt et al., 2005). Bien que l’implication de CCR7 
dans la migration des thymocytes depuis le cortex vers la médulla thymique semblait être 
clairement établie, une étude récente remet en question son indispensabilité (Ehrlich et al., 
2009; Kwan and Killeen, 2004). La sélection négative permet d’éliminer les thymocytes auto-
réactifs, qui ont une trop forte affinité pour les complexes CMH-peptides du soi. Dans le cas 
où les thymocytes auto-réactifs se retrouveraient en périphérie, ils seraient dangereux pour 
l’organisme d’où la nécessité de les éliminer. Au niveau de la médulla, les cellules 
épithéliales thymiques ainsi que les cellules dendritiques présentent, sur leurs molécules du 
CMH, des antigènes du soi exprimés aussi au niveau des organes périphériques. L’expression 
ectopique de ces antigènes par les cellules épithéliales thymiques est sous le contrôle de la 
protéine AIRE (AutoImmune REgulator) (Anderson et al., 2002). AIRE présente des 
similitudes importantes avec des facteurs de transcription et régule l’expression de 200 à 1200 
gènes chez la souris. Chez l’Homme, la déficience en AIRE entraîne un syndrome auto-
immun, l’APECED (Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy) 
(Anderson et al., 2002). L’issue de l’interaction entre un thymocyte auto-réactif et une cellule 
épithéliale thymique sera l’inactivation fonctionnelle du thymocyte aussi appelée anergie (van 
Meerwijk et al., 1997). En revanche, l’issue de l’interaction entre un thymocyte auto-réactif et 
une cellule dendritique sera l’élimination du thymocyte par apoptose (Page et al., 1996).  
d) Tolérance périphérique par les lymphocytes T régulateurs 
Cependant, tous les thymocytes auto-réactifs ne seront pas éliminés au niveau du 
thymus et certains rejoindront la périphérie. La raison principale à l’échappement des 
thymocytes à la tolérance centrale qui a été évoquée est que certains antigènes du soi 
exprimés en périphérie ne seraient pas ou peu exprimés au niveau thymique via AIRE (Klein 
and Kyewski, 2000). Heureusement, des mécanismes de tolérance en périphérie existent pour 
pallier à cette élimination imparfaite (Redmond and Sherman, 2005; Walker and Abbas, 
2002). Il existe des mécanismes de tolérance passive tels que l’ignorance, l’induction 
d’apoptose ou d’anergie et des mécanismes actifs réalisés par les lymphocytes T régulateurs 
CD4+ Foxp3+. Les lymphocytes T régulateurs se développent également dans le thymus. Une 
étape majeure de leur développement aurait lieu dans la médulla thymique (Fontenot et al., 
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2005; Sakaguchi, 2004). Les corpuscules de Hassal joueraient un rôle important dans le 
développement de ces cellules à travers la sécrétion de TSLP (Thymic Stromal 
LymphoPoïetine) et son effet sur l’activation des cellules dendritiques thymiques (Watanabe 
et al., 2005). 
e) Lymphocytes T CD8+ et lymphocytes T CD4+  
Le thymus va générer environ 10 % de thymocytes simple-positifs CD4+ et 5 % de 
thymocytes simple-positifs CD8+ par rapport au nombre total de thymocytes. Les 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ subissent le même processus de développement et de sélection 
thymique. Bien que le moment du choix du lignage CD4 ou CD8 soit controversé, les 
différentes études s’accordent sur le fait qu’il ait lieu avant la sélection négative (Germain, 
2002; Singer et al., 2008; Singer and Bosselut, 2004). Les modèles suivants ont été proposés 
concernant le choix du lignage CD4 ou CD8 :
1/ Le modèle stochastique : selon ce modèle, le choix du lignage se ferait de manière 
aléatoire, indépendamment de l’engagement du TCR. Cette étape n’aurait lieu qu’une fois le 
choix effectué et permettrait de garder seulement les thymocytes ayant des complexes 
TCR/corécepteurs permettant d’induire une signalisation. 
2/ Les modèles instructifs : Ces modèles sont basés sur la force ou la durée de l’interaction 
avec les cellules présentatrices de l’antigène. Une interaction longue ou forte conduirait à la 
perte d’expression du corécepteur CD8 et par conséquent à la génération de thymocytes 
simple-positifs CD4+. A l’inverse, une interaction courte ou faible conduirait à la perte 
d’expression du corécepteur CD4 et par conséquent à la génération de thymocytes simple-
positifs CD8+. 
3/ Le modèle cinétique : selon ce modèle, la sélection positive des thymocytes double-positifs 
induit une diminution de l’expression du corécepteur CD8. Dans le cas où la signalisation à 
travers le TCR serait persistante, les thymocytes CD4+ CD8intermédiaire se différencieraient en 
thymocytes simple-positifs CD4+. Dans le cas contraire, des thymocytes simple-positifs CD8+
seraient générés.  
f) Sortie du thymus et recirculation 
La sortie des thymocytes matures du thymus est régulée majoritairement par le 
récepteur S1P1 (Sphingosine 1 Phosphate receptor 1) (Matloubian et al., 2004). Le ligand de 
S1P1, S1P (Sphingosine 1 Phosphate) est sécrété par des péricytes situés au niveau de la 
jonction corti-médullaire et est très enrichi dans la circulation sanguine (Pappu et al., 2007; 
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Zachariah and Cyster, 2010). Il a également été démontré dans des thymus artificiels qu’une 
forte concentration en CXCL12 avait un effet répulsif sur les thymocytes matures induisant 
ainsi leur sortie thymique (Poznansky et al., 2002). Les thymocytes matures rejoindraient la 
circulation sanguine en passant par l’espace périvasculaire connecté aux circulations 
sanguines et lymphatiques (Kato, 1997). Cependant, les voies de sorties du thymus ne sont 
pas très documentées et le système de circulation emprunté par les thymocytes matures n’est 
pas établi. Une recirculation des lymphocytes T matures vers le thymus a été observée, 
cependant les mécanismes et l’implication de cette recirculation ne sont pas clairement 
identifiés (Michie and Rouse, 1989). Les lymphocytes T matures retrouvés dans le thymus 
sont majoritairement des lymphocytes T activés bien qu’une faible proportion de lymphocytes 
T naïfs ait également été observée (Agus et al., 1991). Ces cellules empruntent les veinules 
post-capillaires au niveau de la jonction cortico-médullaire pour entrer dans le thymus puis se 
localisent principalement au niveau de la médulla (Mori et al., 2007). De nombreuses 
fonctions à la recirculation des lymphocytes T dans le thymus ont été proposées. Parmi elles, 
la présence de lymphocytes T matures dans le thymus permettrait d’éliminer les pathogènes 
qui infecteraient le thymus, participerait aux sélections positives et négatives et/ou 
constituerait un lieu de stockage des cellules mémoires (Hale and Fink, 2009). 
2.  Extravasation des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
secondaires  
Enfance des lymphocytes T
A la sortie du thymus, les lymphocytes T qui n’ont encore jamais rencontré le pathogène pour 
lequel ils sont spécifiques vont rejoindre la circulation sanguine pour se rendre dans les 
ganglions lymphatiques. La phase d’entrée dans les ganglions est un mécanisme finement
régulé qui nécessite une interaction forte des lymphocytes T avec les cellules spécialisées qui 
tapissent les vaisseaux sanguins. Cette interaction agit comme un frein sur les lymphocytes T 
entraînés par le flux sanguin, permettant leur passage entre les cellules des vaisseaux 
sanguins mais aussi au travers de ces dernières.
Contrairement aux cellules dendritiques qui empruntent les vaisseaux lymphatiques 
afférents pour entrer dans les organes lymphoïdes secondaires, la majorité des lymphocytes T 
y accèdent en traversant les HEV (High Endothelial Venules). Morphologiquement, les HEV 
se distinguent des veinules par la présence de cellules endothéliales cuboïdales volumineuses, 
d’une lame basale fine et d’une gaine périvasculaire (Kraal and Mebius, 1997). Les HEV sont 
majoritairement localisées au niveau de la zone T des organes lymphoïdes secondaires.  
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Il est largement admis que l’extravasation des lymphocytes T naïfs depuis la circulation 
sanguine vers les organes lymphoïdes secondaires (aussi appelé diapédèse) est contrôlée par 
une succession de 3 étapes distinctes [ Figure 2 ; pour revue : (Butcher and Picker, 1996)]. 
Elle est initiée par l’adhésion des lymphocytes T aux HEV, majoritairement à travers 
l’interaction des L-sélectines (CD62-L) avec son ligand, le PNAD (Peripheral Node 
ADdressin) exprimé par l’endothélium. Cette adhésion de faible intensité a pour conséquence 
de freiner le mouvement des lymphocytes T portés par le flux sanguin. Les lymphocytes T 
roulent alors sur les cellules endothéliales ce qui favorise leur interaction avec les 
chimiokines. L’activation des récepteurs aux chimiokines sur les lymphocytes T induit le 
changement de conformation de la molécule d’adhésion LFA-1 (Lymphocytes Function-
associated Antigen-1 ; CD11a-CD18 ou αLβ2) et son interaction à ICAM-1 (InterCellular 
Adhesion Molecule-1 ; CD54), exprimée par les cellules endothéliales. La forte adhésion 
résultante de cette interaction est alors la clef pour le passage des lymphocytes T à travers les 
HEV. Ces 3 étapes sont détaillées plus précisément ci-après. Ce serait l’expression par les 
HEV de molécules d’adhésion et de chimiokines spécifiques qui expliquerait, qu’à 
l’exception des cellules dendritiques plasmacytoïdes, seuls les lymphocytes T soient capables 
d’emprunter cette voie d’entrée pour accéder aux organes lymphoïdes secondaires (Cella et 
al., 1999). 
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Figure 2 : Extravasation des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires 
La migration des lymphocytes T dans les HEV est freinée par l’engagement des L-Sélectines avec PNAD et 
MAdCAM exprimés à la surface des HEC (Etape 1). Les lymphocytes « roulent » alors sur la surface des HEC, 
ce qui va permettre l’engagement de leurs récepteurs aux chimiokines avec les chimiokines (CCL19/21) 
présentées par les HEC (Etape 2). L’activation des récepteurs aux chimiokines induit le changement de 
conformation des molécules d’adhésion (LFA-1) et leur forte interaction avec leurs ligands (ICAM-1). Cette 
interaction va conduire à un arrêt de migration des lymphocytes T (Etape 3). Ces derniers traversent alors les 
HEC au niveau des jonctions serrées (passage para-endothélial) ou à travers les cellules (passage trans-
endothélial). Les lymphocytes T traverseront ensuite la membrane basale et la couche de cellules stromales 
périvasculaires. 
a) « Roulement » des lymphocytes T induit par une adhésion aux HEV de faible 
intensité  
La première étape (Figure 2, Etape 1) conduisant à l’extravasation des lymphocytes T 
naïfs vers les organes lymphoïdes secondaires consiste en la diminution de la vitesse des 
lymphocytes T présents dans la circulation sanguine. L’implication de la L-sélectine est 
classiquement et largement établie, bien qu’il ait également été démontré que d’autres
molécules d’adhésion participent à cette étape.  
La déficience en L-sélectine compromet l’entrée des lymphocytes T dans les organes 
lymphoïdes périphériques, réduit leur entrée dans les organes lymphoïdes mésentériques mais 
n’a aucun effet sur leur entrée dans les plaques de Peyer (Arbones et al., 1994; Kunkel et al., 
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1998). Il a été démontré que l’entrée dans les plaques de Peyer est dépendante de MAdCAM1 
(Mucosal Addressin Cellular Adhesion Molecule-1), un ligand des intégrines α4β7, conduisant 
également au roulement des lymphocytes T sur les HEV (Bargatze et al., 1995; Wagner et al., 
1996). Ces observations s’expliquent par une expression différentielle des molécules 
d’adhésion PNAD et MAdCAM1 par les HEV de ces différents organes lymphoïdes 
secondaires. En effet, les HEV des plaques de Peyer sont PNAD- et MAdCAM1+, les HEV 
des organes lymphoïdes mésentériques expriment à la fois PNAD et MAdCAM1, alors que 
les HEV des organes lymphoïdes périphériques sont PNAD+ et MAdCAM- (Berlin et al., 
1993). En plus de PNAD et de MAdCAM1, les molécules d’adhésions P-sélectine et VAP1 
(Vascular Apoptosis-inducing Protein 1) contribueraient également, mais de manière mineure, 
à l’induction du roulement des lymphocytes T sur les HEV (Kunkel et al., 1998; Salmi and 
Jalkanen, 2001). La contribution de CD43 et CD44 est quant à elle sujette à controverse 
(Jalkanen et al., 1986; McEvoy et al., 1997; Stockton et al., 1998; Stoop et al., 2002). 
b) Activation des récepteurs aux chimiokines 
Le ralentissement des lymphocytes T dans la circulation sanguine favorise 
l’interaction des chimiokines avec leurs récepteurs exprimés à la surface des lymphocytes T 
(Figure 2, Etape 2). Cette étape est également nécessaire à l’extravasation des lymphocytes 
T. Cela a été démontré par l’utilisation de la toxine pertussique (PTX). Cette protéine produite 
par Bordetella pertussis inhibe la signalisation des récepteurs couplés aux protéines G (dont 
les récepteurs aux chimiokines) par ribosylation de l’ADP (Adénosine DiPhosphate) porté par 
la sous-unité Gαi (Kaslow and Burns, 1992). En effet, l’utilisation de PTX inhibe fortement 
l’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes (Spangrude et al., 1984). Par la suite, 
l’utilisation de souris déficientes en chimiokines ou en récepteurs aux chimiokines a conforté 
ces résultats. Les souris plt/plt (paucity in lymph-node T cells) sont déficientes pour les 
chimiokines CCL19 et CCL21Ser (isoforme de CCL21 exprimé au niveau des HEV). CCL19 
(aussi appelée ELC ; Epstein-Barr virus-induced gene 1 Ligand Chemokine, ou MIP3β) et 
CCL21 (aussi appelée SLT, TCA4, exodus2 ou 6Ckine) sont des ligands du récepteur CCR7 
exprimé à la surface des lymphocytes T naïfs. Il a été démontré que les organes lymphoïdes 
des souris plt/plt mais aussi des souris déficientes pour CCR7, contiennent très peu de 
lymphocytes T naïfs (Forster et al., 1999; Gunn et al., 1999). Les lymphocytes T déficients 
pour le récepteur à la chimiokine CXCL12 (SDF-1α ; Stromal cell-Derived Factor-1α, PBSF ;
Pre-B-cell growth Stimulating Factor), CXCR4, ne présentent aucun défaut de transmigration 
vers les organes lymphoïdes secondaires dans les souris sauvages (Okada et al., 2002). 
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Cependant, une réduction de leur transmigration a été observée dans les souris plt/plt avec un 
défaut plus sévère chez les souris de fond génétique BALB/c par rapport au fond C57BL/6. Il 
existerait donc une spécificité génique des voies de signalisation des chimiokines. L’ensemble 
de ces résultats indiquent que la contribution de CXCR4/CXCL12 dans l’extravasation des 
lymphocytes T vers les organes lymphoïdes secondaires est mineure alors que CCR7 et ses 
ligands (CCL21 et CCL19) y jouent un rôle majeur.  
Chez l’Homme, les chimiokines CCL21, CCL19 et CXCL12 sont exprimées à la 
surface des HEC (High Endothelial Cells), cependant les ARNm de ces chimiokines ne sont 
pas détectés dans ces cellules (Carlsen et al., 2005; Gunn et al., 1998; Okada et al., 2002). Les 
chimiokines produites par les cellules stromales des organes lymphoïdes secondaires seraient 
donc transportées à la surface des HEC (Baekkevold et al., 2001; Luther et al., 2000). Une 
autre source de chimiokines dans les organes lymphoïdes secondaires provient des cellules 
hématopoïétiques, principalement des cellules dendritiques et des macrophages (Luther et al., 
2000). Les premières évidences du transport des chimiokines depuis les organes lymphoïdes 
secondaires vers les HEV découlent d’expériences réalisées chez les souris plt/plt : l’injection 
intra-cutanée de CCL19 ou de CCL21 restaure le défaut d’extravasation des lymphocytes T 
naïfs (Baekkevold et al., 2001; Stein et al., 2000). Par la suite, il a été démontré que le 
transport des chimiokines depuis le sinus subcapsulaire jusqu’aux HEV est assuré par les FRC 
(Fibroblastic Reticular Cells) (Gretz et al., 2000). Les FRC entourent les HEV et forment une 
sorte de canal, aussi appelé conduit, entre le sinus subcapsulaire et les zones T des organes 
lymphoïdes secondaires (Figure 4). Ce même mécanisme de transport des chimiokines a 
également été mis en évidence dans la rate (Nolte et al., 2003).   
L’activité des chimiokines dans la lumière des HEV peut être inhibée par le récepteur 
scavenger DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) (Kashiwazaki et al., 2003).
Comme les récepteurs aux chimiokines, DARC appartient à la famille des récepteurs couplés 
aux protéines G avec pour différence de ne pas exprimer le motif DRY (Neote et al., 1994). 
Ce dernier étant nécessaire au couplage des protéines G, le récepteur DARC ne transduit 
aucun signal suite à la fixation de chimiokines. Il a donc pour fonction de séquestrer ces 
chimiokines. Néanmoins, il ne semble pas jouer un rôle majeur dans la transmigration 
lymphocytaire, puisqu’aucun défaut dans la composition cellulaire des organes lymphoïdes 
secondaires des souris déficientes en DARC n’a été observé (Kashiwazaki et al., 2003). La 
protéine MAC25 (anciennement appelée Insulin-like Growth Factor-Binding Protein related 
Protein1 (Baxter et al., 1998)) est également capable de séquestrer les chimiokines (Nagakubo 
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et al., 2003). Il s’agit d’une protéine sécrétée et exprimée au niveau de la lame basale des 
HEV (Nagakubo et al., 2003; Usui et al., 2002). Son expression dans la lumière des HEV est 
controversée (Girard et al., 1999; Usui et al., 2002). Au niveau de la lame basale, il a 
également été proposé que MAC25 soit impliquée dans la présentation des chimiokines sans 
que cela ait été démontré in vivo (Nagakubo et al., 2003).  
Généralement, il est admis que les chimiokines se lient aux glycosamines et aux 
peptidoglycanes pour être présentées aux lymphocytes T ; cependant la démonstration d’un tel 
mécanisme est actuellement inexistante (Bernfield et al., 1999). Des protéines de la matrice 
extracellulaire telles que la fibronectine et le collagène IV s’avèrent capables de lier les 
chimiokines CXCL12 et CCL21 respectivement (Nagakubo et al., 2003; Pelletier et al., 
2000).  
Il est classiquement proposé que les chimiokines soient également requises pour 
orienter la migration unidirectionnelle (de l’extérieur vers l’intérieur des organes lymphoïdes 
secondaires) des lymphocytes T. Bien que les expériences de migration lymphocytaire 
conduites in vitro s’accordent sur la nécessité de créer un gradient de chimiokines pour 
induire la transmigration, il n’a actuellement jamais été montré in vivo que les lymphocytes T 
migrent en direction de la source de chimiokines. En effet, bien que la signalisation à travers 
les récepteurs aux chimiokines soit nécessaire à la transmigration lymphocytaire, la formation 
de gradient n’est pas requise (Cinamon et al., 2001). D’autre part, l’existence de gradient n’a 
pas été prouvée in vivo. Enfin, des expériences complexes conduites in vitro ont montré que 
l’expression simultanée de plusieurs chimiokines peut moduler la réponse migratoire 
lymphocytaire (Nandagopal et al., 2011). Ces observations soutiennent que la migration 
lymphocytaire in vivo est un mécanisme finement régulé et souligne par conséquent les 
difficultés de son étude.   
La liaison des chimiokine CCL21 et CCL19 à leur récepteur CCR7, permet un 
changement de conformation des intégrines (inside-out signalling) (Bargatze and Butcher, 
1993). Ce changement de conformation nécessaire à la réalisation de l’étape suivante (Figure 
2, Etape 3) est détaillé dans le sous-chapitre suivant (Figure 3). Le changement de 
conformation des intégrines nécessaire à la forte adhésion des lymphocytes T aux HEV peut 
également être induit et/ou soutenu par le flux sanguin (Alon and Dustin, 2007; Cinamon et 
al., 2001; Shamri et al., 2005).  
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c) Adhésion des lymphocytes T aux HEV induite par l’engagement de LFA-1 
Chez l’Homme, le rôle crucial de la molécule d’adhésion LFA-1 est révélé par deux 
immunodéficiences rares, LAD-I et LAD-III (Leucocyte Adhesion Deficiency) liées
respectivement à des mutations géniques de LFA-1 et des autres intégrines β2 ou de leurs 
molécules activatrices : Rap1 et kindlin-3 (Hogg and Bates, 2000). Le rôle de ces 2 molécules 
sur l’activation des intégrines β2 sera détaillé ci-après. Alors que les patients LAD-I
n’expriment pas les intégrines β2 à la membrane cellulaire, les patients LAD-III expriment 
des intégrines β2 mais leur changement de conformation à travers la signalisation « inside-
out » est défectueuse. Les désordres immuns des patients LAD sont majoritairement 
incriminés aux neutrophiles qui sont les premières cellules du système immunitaire à se 
rendre sur le site d’une infection et pour lesquels l’expression des intégrines est restreinte aux 
intégrines β2. Les lymphocytes T des patients LAD présentent aussi des défauts de migration, 
partiellement compensés par l’utilisation des intégrines α4β7. Chez les souris déficientes pour 
LFA-1, la migration des lymphocytes T vers les organes lymphoïdes secondaires 
périphériques est défectueuse alors que l’entrée dans les organes mésentériques est seulement 
partiellement affectée (Andrew et al., 1998; Berlin-Rufenach et al., 1999). Il a été démontré 
que l’interaction des intégrines α4β7 avec VCAM1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) peut
compenser l’absence de LFA-1 pour l’entrée lymphocytaire dans les organes lymphoïdes 
périphériques (Berlin-Rufenach et al., 1999). Cette interaction est également impliquée dans 
l’entrée dans les organes lymphoïdes mésentériques. Quelles que soient les intégrines en jeux, 
celles-ci doivent avoir préalablement étaient activées pour permettre l’arrêt des lymphocytes 
sur les HEV. Comme indiqué précédemment, le changement de conformation des intégrines 
est induit via une signalisation « inside-out » résultant de l’activation des récepteurs aux 
chimiokines et est augmenté par la force du flux sanguin (Alon and Dustin, 2007; Shamri et 
al., 2005).  LFA-1 est composée d’une chaîne α et d’une chaîne β exprimées à la membrane 
cellulaire sous 3 conformations différentes : la conformation courbée (bent) de LFA-1
correspond à une forme inactive de la protéine, la conformation étendue-fermée (extended-
closed) a une affinité intermédiaire pour la liaison avec son ligand ICAM-1 et la conformation 
étendue-ouverte (extended-open) a une forte affinité pour ICAM-1 (Nishida et al., 2006) 
(Figure 3). Contrairement à la forme courbée, la forme étendue d’affinité intermédiaire se 
caractérisent par l’accessibilité de l’anticorps monoclonal KIM127 à un épitope exprimé au 
niveau du second domaine EGF-like (Beglova et al., 2002; Dransfield et al., 1992). Les 
conformations d’affinité intermédiaire et forte se distinguent structurellement par la valeur de 
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l’angle formé entre les domaines hybrid et β–like (Nishida et al., 2006). L’épitope pour 
l’anticorps monoclonal 24 est exprimé au niveau du domaine I-like de la conformation de 
forte affinité uniquement (Kamata et al., 2002).  
Figure 3 : Changement conformationel de LFA-1.
La molécule d’adhésion LFA-1 est composée par une chaîne α et par une chaîne β. Elle se présente sous 3 
conformations distinctes : une forme courbée de faible affinité pour son ligand ICAM-1 (low affinity) et de 2 
formes étendues, d’affinité intermédiaire (intermediate affinity) et forte (high affinity). La localisation des 
épitopes reconnus par les anticorps KIM127 et 24 est indiquée par des étoiles. D’après (Hogg et al., 2011). 
► La signalisation « inside-out » :
Un rôle majeur dans la signalisation « inside-out » des lymphocytes T, induite par les 
chimiokines, a été attribué à RAP1 et à sa GEF (Guanine Exchange Factor), CALDAG-GEF1 
(Calcium and DiAcyGlycerol-regulated Guanine nucleotide Exchange Factor 1) (Ghandour et 
al., 2007; Pasvolsky et al., 2007). En effet, l’expression d’une forme constitutivement activée 
de RAP1 augmente l’affinité de LFA-1 pour ICAM-1 et favorise la transmigration des 
lymphocytes T en condition de flux (Shimonaka et al., 2003). De plus, la déficience en 
CALDAG-GEF1 montre une diminution de l’arrêt des lymphocytes T sur les HEV (Pasvolsky 
et al., 2007). Suite à l’activation des récepteurs aux chimiokines, la PLC (PhophoLipase C)
induit, via la libération de calcium (Ca2+) et de DAG (1,2 DiAcylGlycerol), le recrutement à 
la membrane et l’activation de CALDAG-GEF-1. Cette dernière activera alors RAP1 par 
changement de sa forme liée au GDP (Guanosine 5’-DiPhosphate) en GTP (Guanosine 
5’TriPhosphate) (Ghandour et al., 2007).  
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La PIP5K1γ87 (PhosphatIdylinositol-4-Phosphate 5 Kinase type 1 γ87) joue également un 
rôle important dans la signalisation « inside-out », puisqu’il a été montré que l’expression de 
LFA-1 sous sa forme de forte affinité est dépendante de l’activité de cette kinase (Bolomini-
Vittori et al., 2009). La PIP5K1γ87 serait activée par la production d’acides phosphatidiques 
résultant de l’activation des récepteurs aux chimiokines (Bolomini-Vittori et al., 2009). 
Cependant, les molécules impliquées dans le changement de conformation de LFA-1 sous la 
PIP5K1γ87 n’ont pas été clairement décrites dans les lymphocytes T. Les résultats obtenus à 
partir d’autres types cellulaires suggèrent que la PIP5K1γ87 produirait du PI(4,5)P2 qui 
servirait de molécule d’ancrage à la membrane pour d’autres molécules signalétiques ou pour 
des molécules du cytosquelette d’actine exprimant des domaines PH (Hogg et al., 2011; 
Wang et al., 2004). La taline fait partie des molécules recrutées à la membrane par le 
PI(4,5)P2. Celle-ci active les intégrines β2 par liaison à leur extrémité cytoplasmique (Garcia-
Alvarez et al., 2003). La kindlin-3 participe à la liaison de la taline aux intégrines β2 (Moser 
et al., 2009). Ainsi, le changement de conformation de LFA-1 (de la conformation courbée à 
la conformation étendue d’affinité intermédiaire) sur les lymphocytes T permet leur arrêt de 
migration et leur interaction avec les HEV (Salas et al., 2006).  
► La signalisation « outside-in » :
La conformation étendue d’affinité intermédiaire de LFA-1 est capable de se lier à son ligand, 
ICAM-1. Cette interaction induit une cascade de signalisation appelée signalisation « outside-
in ». Elle implique une coopération entre la taline et un effecteur de RAP1, RAPL présent à la 
membrane puisque recruté précédemment par la signalisation inside-out. De plus, les 
tyrosines kinases de la famille de SRC et de SYK (Lck, Zap70) sont phosphorylées suite à 
cette interaction (Evans et al., 2011). Une fois activée, Zap70 va à son tour phosphoryler 
VAV-1, libérant ainsi la taline constitutivement complexée à VAV-1. Cette cascade de 
signalisation permet la conversion de LFA-1 en sa conformation étendue de forte affinité et 
par conséquent une adhésion forte des lymphocytes T aux HEV.  
d) Passage des HEV 
Une fois que les lymphocytes T adhérent fortement aux HEV, ils leur restent encore à 
traverser 3 barrières pour enfin accéder aux organes lymphoïdes secondaires : la couche de 
cellules endothéliales (HEC), la membrane basale et la couche de cellules stromales 
périvasculaires (Figure 2 ;  (Kraal and Mebius, 1997)). En 1964, des travaux ont montré par 
microscopie électronique que les lymphocytes T traversent la couche de HEC en passant par 
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les jonctions intercellulaires (passage para-cellulaire) ou en pénétrant à l’intérieur des cellules
(passage trans-cellulaire) (Marchesi and Gowans, 1964). Bien que très surprenante, 
l’utilisation de la voie trans-cellulaire par les leucocytes a été observée dans un grand nombre 
d’études in vivo (pour revue (Sage and Carman, 2009)). En revanche, la diapédèse trans-
cellulaire n’a été observée in vitro que récemment (Carman et al., 2007). Par conséquent, les 
mécanismes de la migration trans-cellulaire sont moins connus que ceux de la diapédèse para-
cellulaire.  
► Passage par les jonctions serrées des HEC (para-cellulaire) : 
L’importance du passage à travers les jonctions serrées des HEC a été révélée en interférant 
avec les molécules exprimées au niveau des jonctions serrées. L’utilisation d’anticorps 
bloquants ou de souris déficientes pour les molécules JAM-A (Junctional Adhesion Molecule 
A), JAM-C, ESAM (Endothelial Cell Selective Adhesion Molecule), PECAM-1
(Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule 1), et CD99 ont révélé l’implication de ces 
molécules dans le passage des leucocytes entre les cellules endothéliales (pour revue (Muller, 
2011)). A l’opposé, les VE-Cadhérine (Vascular Endothelial cell-specific Cadherin) auraient 
un effet négatif sur ce passage. Cependant, l’implication spécifique de ces différentes 
molécules d’adhésion dans le passage des lymphocytes T au niveau des jonctions serrées des 
HEC des organes lymphoïdes secondaires, n’a pas été étudiée. Il a été proposé que 
l’engagement des molécules d’adhésion lymphocytaire avec leur ligand à la surface des HEC 
entrait en compétition avec les interactions adhésives nécessaires à la formation des jonctions 
serrées entre les HEC (Ley et al., 2007). Ainsi, le passage des lymphocytes T à travers les 
jonctions serrées serait favorisé par le relâchement de ces dernières. Un second facteur 
pouvant agir sur le relâchement des jonctions serrées est le Ca2+ produit par les HEC suite à 
l’agrégation (clustering) des molécules ICAM-1 ou VCAM-1 (Muller, 2003). En effet, le Ca2+
induit l’activation des MLCK (Myosin Light-Chain Kinase) et par conséquent la contraction 
des cellules endothéliales. Bien que ce mécanisme ait été identifié pour le passage 
transendothélial des neutrophiles, aucune étude n’a à ce jour révélé sa participation pour les 
lymphocytes (Hixenbaugh et al., 1997). Enfin, de petites vésicules nommées LBRC (Lateral 
Border Recycling Compartement) ont été identifiées à proximité de la membrane des HEC, au 
niveau des jonctions serrées (Jin et al., 2008). Les LBRC contiennent des molécules 
d’adhésion impliquées dans le passage transendothélial telles que JAM-A, CD99 et 
nepmucine (Jin et al., 2008; Mamdouh et al., 2009). Le blocage de la polarisation des LBRC 
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(induit par les kinésines le long des microtubules) au site de la transmigration empêche le 
passage lymphocytaire (Mamdouh et al., 2009).  
► Passage intracellulaire des HEC (trans-cellulaire) 
Les études conduites in vitro ont révélé que le pourcentage de lymphocytes qui utilisent la 
migration trans-cellulaire est compris entre 5 et 60 %. Ce pourcentage varie en fonction du 
type de cellules endothéliales (HDMVEC, HLMVEC or HUVEC (Human Dermal 
Microvascular-, Human Lung Microvascular- or Human Umbilical Vein-, -Endothelial Cells) 
utilisées dans les expériences in vitro (Carman et al., 2007). Les études menées in vivo et 
étudiant spécifiquement le passage des HEC par les lymphocytes ont révélé que la voie trans-
cellulaire est préférentiellement empruntée par les lymphocytes (Marchesi and Gowans, 
1964). Plus récemment, la diapédèse trans-cellulaire des lymphocytes a aussi été observée par 
microscopie électronique au niveau des HEV d’amygdales humaines (Indrasingh et al., 2002). 
Deux modes de diapédèse trans-cellulaire ont été observés. Le premier mode, nommé 
« emperiopolesis » (du grec em = à l’intérieur, peri = autour, polemai = se balader), est 
caractérisé par l’entrée en totalité du lymphocyte à l’intérieur des HEC (Cho and De Bruyn, 
1979; Humble et al., 1956). Le second mode de diapédèse implique la formation d’un pore 
dans les HEC à proximité des jonctions serrées que les lymphocytes empruntent alors (Azzali 
et al., 2008). La diapédèse est précédée par une étape de migration latérale des cellules du 
système immunitaire le long des HEC, ce qui leur permettent de détecter les sites les plus 
permissifs au passage trans-endothélial (Schenkel et al., 2004). Récemment, il a été montré 
qu’au cours de leur migration latérale, les lymphocytes émettent et rétractent de petites 
protrusions riches en actine comparables aux podosomes des cellules invasives (Carman et al., 
2007). La formation de ces protrusions est un pré-requis à la diapédèse trans-cellulaire. De 
plus, il a été observé que les protrusions induisent des invaginations de la membrane des HEC 
qui pourraient être à l’origine du déplacement des organelles endothéliales et de la fusion des 
membranes plasmiques apicales et basales. De manière surprenante, de nombreuses molécules 
impliquées dans le passage intercellulaire, jouent également un rôle dans le passage 
intracellulaire. Au cours du passage des lymphocytes T à travers les cellules endothéliales, 
ICAM-1 est recruté au site de la diapédèse ainsi que tout le long du canal bordé par la 
membrane endothéliale et formé pour le passage intracellulaire (Carman and Springer, 2004; 
Mamdouh et al., 2009; Millan et al., 2006). Carman et Springer ont aussi montré que la 
molécule ICAM-1 est enrichie au niveau de protrusions membranaires émanant des HEC 
(nommées « transmigratory cups ») et qui contactent les lymphocytes T (Carman and 
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Springer, 2004).  Le désassemblage du cytosquelette d’actine conduit à la disparition de ces 
protrusions, mais n’a pas d’effet sur l’adhésion lymphocytaire. Cependant, in vitro, bien que 
le recrutement de ICAM-1 au site de la diapédèse ait été observé par différents groupes, la 
formation des protrusions membranaires semble dépendre des conditions expérimentales et 
notamment de la présence de chimiokines (Barreiro et al., 2002; Carman and Springer, 2004; 
Mamdouh et al., 2009). D’autre part l’existence physiologique de telles structures est 
aujourd’hui controversée (Millan et al., 2006).  
Comme pour ICAM-1, un enrichissement des molécules PECAM, JAM-A et CD99 a été 
observé au site de la diapédèse (Carman and Springer, 2004; Mamdouh et al., 2009; Millan et 
al., 2006).  L’implication de PECAM et CD99 dans la diapédèse trans-cellulaire a aussi été 
montrée par l’utilisation d’anticorps bloquant (Mamdouh et al., 2009).  
Ainsi, actuellement aucune spécificité dans l’implication des molécules d’adhésion pour les 
diapédèses para- et intra-cellulaires n’a pu être démontrée.  
 
► Passage de la membrane basale et des cellules stromales périvasculaires 
La membrane basale est composée d’un réseau de laminine et d’un réseau de collagène IV. 
Ces réseaux sont interconnectés grâce au nidogen 2 et au perlecan. Il a été démontré que 
certaines régions de la membrane basale de la barrière hémato-encéphalique sont appauvries 
en laminine et en collagène, ce qui faciliterait le passage des lymphocytes (Sixt et al., 2001). 
Cependant, l’existence de ces zones de moindre densité, n’a pas été prouvée au niveau de la 
lame basale des HEV des organes lymphoïdes secondaires. De plus, chez la souris, au niveau 
des vaisseaux crémastériques, il a été montré que les zones de moindre densité colocalisent 
avec des régions dans lesquelles les cellules stromales périvasculaires (péricytes ou FRC) sont 
peu fréquentes facilitant ainsi le passage des neutrophiles (Wang et al., 2006). La présence de 
zones comparables reste à prouver au niveau des HEV des organes lymphoïdes secondaires.  
e) Contrôle de l’entrée lymphocytaire  
Récemment, il a été montré que les HEV ne sont pas seulement une barrière physique, mais 
qu’elles sont dotées d’un système de régulation de l’entrée dans les organes lymphoïdes 
secondaires (Mionnet et al., 2011). En bloquant la sortie des lymphocytes T des organes 
lymphoïdes secondaires, les auteurs de ce travail ont montré la formation de poches sous les 
HEV des organes lymphoïdes secondaires. Ces poches sont un lieu de stockage pour les 
lymphocytes T candidats à l’entrée dans les organes lymphoïdes secondaires. En effet, les 
lymphocytes T « attendent » quelques minutes dans ces zones que de la place se libère au 
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niveau du parenchyme des organes lymphoïdes secondaires via la sortie d’autres 
lymphocytes. Par ce système, les HEV régulent l’homéostasie des organes lymphoïdes 
secondaires. Une autre étude récente a montré le rôle des cellules dendritiques dans le 
contrôle de l’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires (Moussion 
and Girard, 2011). En effet, la déplétion en cellules dendritiques diminue l’extravasation des 
lymphocytes T naïfs. Les auteurs de cette étude ont montré que la sécrétion de lymphotoxine 
par les cellules dendritiques est impliquée dans la maturation des HEV nécessaire à 
l’extravasation lymphocytaire. 
3. Rencontre avec les cellules présentatrices de l’antigène dans les organes 
lymphoïdes secondaires  
Adolescence des lymphocytes T
Une fois que les lymphocytes T ont atteints les ganglions, leur objectif va être de trouver le 
pathogène pour lequel ils sont spécifiques. Dans les ganglions, les pathogènes sont présentés 
par des cellules du système immunitaire, et notamment par les cellules dendritiques. Les 
lymphocytes T vont donc explorer le ganglion lymphatique à la recherche des cellules
dendritiques puis scanner leur surface. En absence de pathogènes, les lymphocytes T sont très 
mobiles dans les ganglions. En revanche, lorsqu’ils vont rencontrer une cellule dendritique 
leur présentant le pathogène pour lequel ils sont spécifiques, ils vont stopper leur migration 
afin d’établir un contact privilégié avec la cellule dendritique.  
Une fois à l’intérieur des organes lymphoïdes secondaires, les lymphocytes T vont 
explorer l’environnement à la recherche de cellules présentatrices de l’antigène présentant sur 
le CMH du soi, des antigènes du soi (en condition de non infection) ou des antigènes 
pathogènes (en condition d’infection). Cette tâche implique que les lymphocytes T explorent 
scrupuleusement la surface des cellules présentatrices de l’antigène tout en évitant d’adhérer 
trop fortement à ces dernières ce qui aurait pour conséquence une diminution de leur mobilité. 
Par conséquent, la mobilité et l’interaction des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
secondaires sont des mécanismes qui se doivent d’être finement balancés. Nos connaissances 
dans ce domaine ont été très nettement enrichies à partir de 2002 grâce au développement de 
la microscopie biphotonique. Cette technologie d’imagerie à fluorescence, à fort pouvoir de 
pénétration dans les tissus (~ 400 µm versus ~ 100 µm pour la microscopie confocale), a en 
effet permis de visualiser les interactions entre lymphocytes T et cellules présentatrices de 
l’antigène en 3-dimensions dans l’environnement intact et complexe qu’est l’organe 
lymphoïde secondaire.  
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a) Organisation des organes lymphoïdes secondaires 
De manière simplifiée, les organes lymphoïdes secondaires sont divisés en deux 
régions : le cortex et la médulla (Figure 4). Le cortex est subdivisé en zones T aussi appelés 
paracortex et en zones B qui correspondent aux follicules primaires en cas de non infection et 
qui se développent en centres germinatifs en cas d’infection. C’est au niveau des zones T que 
l’on retrouve les HEV qui permettent l’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
secondaires. Comme indiqué précédemment, la couche de cellules endothéliales des HEV est 
entourée par une lame basale et par les FRC. Ces derniers assurent la connexion entre le sinus 
subcapsulaire et les zones T en formant une sorte de conduit. Les zones T correspondent 
également au lieu d’interaction et d’activation des lymphocytes T par les cellules 
présentatrices de l’antigène professionnelles, les cellules dendritiques. Les zones B sont le site 
de la réponse immunitaire humorale. L’organisation corticale en zones T et B repose sur un 
réseau de fibres dense constitué par les FRC dans les zones T et par les cellules dendritiques 
folliculaires (FDC) dans les zones B  (Bajenoff et al., 2006; Cyster et al., 2000; Gretz et al., 
1997). Alors que les FRC expriment des chimiokines (CCL21 majoritairement) reconnues par 
les lymphocytes T naïfs et les lymphocytes B, les FDC expriment des chimiokines (CXCL13 
majoritairement) spécifiques des lymphocytes B (Asperti-Boursin et al., 2007; Kim et al., 
2001). Les fonctions de la médulla ne sont pas clairement établies. Elle contient les sinus des 
vaisseaux lymphatiques drainants, ainsi que des macrophages et les lymphocytes T mémoires. 
Figure 4 : Structure des organes lymphoïdes secondaires.

























Introduction : Les lymphocytes T : chefs d’orchestre de l’immunité adaptative, une vie bien 
rythmée
33
b) Caractérisation de la mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
secondaires  
La première étude de microscopie biphotonique intra-vitale a permis d’observer la 
mobilité des lymphocytes T naïfs au niveau des ganglions lymphatiques inguinaux de souris 
anesthésiées (Miller et al., 2003). Ces travaux ont montré que la mobilité des lymphocytes T 
naïfs dans les organes lymphoïdes secondaires est, contrairement à ce que l’on pensait,
aléatoire et non dirigée par les chimiokines. En effet, les lymphocytes T naïfs se déplacent 
dans les organes lymphoïdes secondaires de manière indépendante les uns des autres. Ils 
migrent à une vitesse moyenne de 11 µm/min, alternant toutes les 2 min environ, entre des 
phases d’immobilité ou de faible mobilité, et des phases de forte mobilité atteignant jusqu’à 
25 µm/min. Dans cette étude, les auteurs ont pu observer l’entrée de quelques lymphocytes T 
naïfs depuis la circulation sanguine et suivre leur mobilité dans les organes lymphoïdes 
secondaires. Ils ont observé que les lymphocytes T adoptent les caractéristiques de la mobilité 
aléatoire décrite précédemment dès leur entrée. Ces travaux challengent donc l’existence de 
gradient de chimiokines agissant sur de longues distances, au niveau des zones T des organes 
lymphoïdes secondaires, sans pour autant exclure l’éventuelle présence de gradients locaux. 
De nombreuses autres questions sur la mobilité des lymphocytes T dans les organes 
lymphoïdes secondaires émanent de ces observations : Les intégrines sont-elles impliquées 
dans la mobilité des lymphocytes T dans l’environnement tri-dimensionnel de l’organe 
lymphoïde secondaire ? L’alternance entre phase d’immobilité et phase de mobilité dépend-
elle d’un programme intrinsèque aux lymphocytes T et/ou du microenvironnement ? 
Les caractéristiques de migration des lymphocytes T naïfs obtenus par Miller et al. par 
microscopie intra-vitale sont en accord avec leurs études précédentes réalisées à partir 
d’explants de nœuds lymphatiques murins (Miller et al., 2002). Ainsi, les travaux de 
microscopie intra-vitale valident l’utilisation des explants tissulaires en termes de relevance 
physiologique. Les explants tissulaires sont déconnectés des circulations sanguine et 
lymphatique ; une attention particulière sur les conditions d’oxygénation sera donc requise 
pour l’utilisation de ce dispositif expérimental. En effet, des travaux précédents ont observé 
par microscopie confocale les lymphocytes T des organes lymphoïdes murins maintenus en 
culture sans oxygénation particulière. Dans ces conditions, les lymphocytes T naïfs étaient 
immobiles en absence d’antigènes et seuls les lymphocytes T activés étaient capables de 
mobilité (Stoll et al., 2002). Ainsi, les travaux obtenus à partir d’explants d’organes
lymphoïdes secondaires murins ou humains et maintenus sous oxygénation, permettront 
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d’étudier les questions posées précédemment sur les caractéristiques de la migration des 
lymphocytes T. Un nouveau système d’étude de la mobilité des lymphocytes T dans les 
organes lymphoïdes secondaires a été développé en 2007 par Asperti-Boursin et al. (Asperti-
Boursin et al., 2007). Les organes lymphoïdes secondaires murins sont inclus en agarose puis 
coupés en tranches de 320 μm d’épaisseur. Les cellules d’intérêts déposées sur les tranches 
d’organes migrent à l’intérieur de celles-ci. Dans ces conditions, les lymphocytes T migrent 
de manière aléatoire à une vitesse moyenne 7,5 µm/min, ce qui corrèle avec les résultats 
obtenus dans les organes lymphoïdes secondaires intacts (Asperti-Boursin et al., 2007).  
► Migration amiboïde des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires le long 
des FRC : 
La qualification de migration amiboïde provient du mode de migration d’un protozoaire 
Amoeba proteus (en Grec 	

change ; et Protée = Dieu grec dont la particularité était 
d’apparaître sous des formes très diverses). En effet, les lymphocytes T qui adoptent ce mode 
de migration transitent d’une morphologie cellulaire ronde à une morphologie allongée avec 
une périodicité comprise entre 1,6 et 2,4 min (Miller et al., 2003). Il apparaît clairement que 
les cellules s’arrondissent quand elles arrêtent de migrer et qu’elles s’allongent pour pouvoir 
se déplacer (Negulescu et al., 1996). La régulation de la périodicité de ce mode de migration, 
aussi qualifié de « stop and go » sera discutée ci-après.  
La flexibilité morphologique des lymphocytes T leur permet de se déplacer dans des 
environnements denses, sans avoir recourt à leur dégradation. Au niveau des zones T dans les 
organes lymphoïdes secondaires, les FRC constituent un réseau de fibres dense servant de 
support à la migration des lymphocytes T (Bajenoff et al., 2006). La densité de ce réseau peut 
être évaluée par la distance relativement faible (entre 5 et 37 µm) mesurée entre les 
intersections des fibres des FRC. Les lymphocytes T suivent les fibres et adaptent leur
morphologie pour passer au travers des mailles préformées de la matrice extracellulaire. Il a 
été démontré que pour traverser des mailles fines, les cellules dendritiques ont recourt à une 
contraction myosine II dépendante nécessaire au passage de leur noyau rigide (Lammermann 
et al., 2008). Un mécanisme similaire est envisagé pour la migration des lymphocytes T. Les 
lymphocytes T migrent continuellement le long des fibres de FRC, tournent au niveau des 
embranchements et rencontrent les cellules dendritiques qui adhérent également à ce réseau. 
Quelques rares lymphocytes T vont migrer d’une fibre à une autre. Ce « saut » de fibres a lieu 
seulement si les 2 fibres ne forment pas d’intersection ensemble et implique un contact 
permanent du lymphocyte T avec au moins l’une ou l’autre des fibres. Les moteurs de la 
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migration amiboïde impliquent des forces de traction et de contraction permises par le 
changement morphologique des lymphocytes T. Ceci suppose une réorganisation continue du 
cytosquelette d’actine qui sera décrite dans le chapitre suivant.  
De manière complémentaire, Wolf et al. ont montré in vitro que la mobilité des lymphocytes 
T dans des matrices de collagène est indépendante de la dégradation de la matrice 
extracellulaire par les métalloprotéases ou par d’autres protéases (Wolf et al., 2003). Bien que 
les lymphocytes T soient capables de former des protrusions invasives de type podosomes au 
contact des cellules endothéliales, permettant leur diapédèse (Carman et al., 2007), ce type de 
structure n’a jamais été observé dans l’environnement des organes lymphoïdes secondaires. 
En générant in vitro, des matrices extracellulaires de différentes densités, nous avons 
également confirmé que les lymphocytes T n’ont pas la capacité de dégrader la matrice 
extracellulaire pour leur migration et qu’ils ne forment pas de protrusions de type podosome 
au contact de ces matrices (Cf. Annexe 2). Finalement, nous avons montré que contrairement 
à d’autres leucocytes (les macrophages notamment) qui adaptent leur mode de migration à 
l’environnement qu’ils rencontrent (Van Goethem et al., 2010), les lymphocytes T utilisent 
exclusivement le mode de migration amiboïde. Néanmoins, ces cellules sont dotées d’une 
flexibilité morphologique extraordinaire puisque capables de migrer dans des matrices très 
denses.  
► Existe-t-il des gradients de chimiokines dans les organes lymphoïdes secondaires ?
Au niveau des organes lymphoïdes secondaires, les chimiokines sont majoritairement 
produites par les FRC, mais également en proportion plus restreinte par les cellules 
dendritiques et les macrophages (Luther et al., 2000). La chimiokine CCL21 est observée au 
niveau de la médulla et des zones T où elle co-localise avec les FRC (Asperti-Boursin et al., 
2007; Luther et al., 2000). Par marquage histologique, CCL19 n’est pas détecté dans les 
organes lymphoïdes secondaires. Ce résultat peut refléter une faible concentration en CCL19 
(estimée à 100 fois moins importante que CCL21) et /ou le fait que seul CCL21 se fixe sur les 
protéoglycanes. Cette différence provient du fait que seul CCL21 exprime à son extrémité C-
terminale, une séquence de 40 acides aminés permettant son ancrage (de Paz et al., 2007).
Ainsi, des gradients solubles de CCL21 et de CCL19 pourraient théoriquement exister in vivo,
mais expérimentalement leur mise en évidence est délicate car ils sont probablement perdus 
au cours de la préparation des échantillons. CXCL12 est exprimé majoritairement au niveau 
de la médulla et de la zone sous-capsulaire mais aussi à de plus faibles concentrations dans les 
zones T (Asperti-Boursin et al., 2007).  
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La mobilité aléatoire des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires observée 
par microscopie intra-vitale, remet en question l’existence des gradients de chimiokines dans 
les organes lymphoïdes secondaires (Miller et al., 2003). Néanmoins, il a clairement été 
démontré, par l’utilisation de la toxine pertusique, que les chimiokines sont nécessaires à la 
mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires (Asperti-Boursin et al., 
2007; Huang et al., 2007; Okada and Cyster, 2007). Plus précisément, un rôle majeur a été 
attribué à l’interaction entre CCR7/CCL21 dans ce mécanisme, alors que l’implication de 
l’interaction entre CXCR4/CXCL12 a été exclue (Asperti-Boursin et al., 2007; Okada and 
Cyster, 2007; Worbs et al., 2007). Des expériences conduites in vitro, ont montré que l’action 
de CCL21 ne nécessite pas sa présentation sous forme de gradient (Okada and Cyster, 2007). 
Ainsi, la migration des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires devrait être 
qualifiée de chimiokinèse et non de chimiotactisme.  
Qu’en est-il in vivo ? A ce jour, aucune étude n’a encore prouvé de manière claire que les 
lymphocytes T ne soient pas capables de chimiotactisme dans les organes lymphoïdes 
secondaires. En revanche, des travaux ont montré que la migration des cellules dendritiques 
dans des sections d’organes lymphoïdes secondaires est dirigée par un gradient soluble de 
chimiokines (Schumann et al., 2010). En effet, sur ces sections, les cellules dendritiques 
migrent depuis l’extérieur de l’organe vers l’intérieur, dans les zones T.  Une section a été 
divisée transversalement en 2 parties de taille inégale. La partie droite (la plus petite) a été 
retournée et disposée à côté de la partie gauche (la plus grande). Dans ces conditions, les 
auteurs ont observé une inversion du sens de la migration des cellules dendritiques dans la 
partie droite (migration de l’intérieur vers l’extérieur de l’organe ; en direction de la partie 
gauche). Cette observation démontre donc que la migration des cellules dendritiques est 
dirigée par un gradient soluble de chimiokines et non par les chimiokines immobilisées. Ces 
travaux ont aussi montré que les cellules dendritiques sont capables de cliver la chimiokine 
CCL21 lorsque celle-ci est immobilisée sur les protéoglycanes générant ainsi une forme 
soluble de CCL21. De plus, les auteurs de ces travaux montrent, de manière originale in vitro,
que des gradients solubles de chimiokines perturbent la migration dirigée des cellules 
dendritiques le long de fibres artificielles présentant des chimiokines immobilisées 
(Schumann et al., 2010). Ainsi, le mode de présentation des chimiokines (immobilisées ou
solubles) apporterait un niveau supplémentaire de régulation de la mobilité cellulaire.  
Les lymphocytes T répondent également de manière différentes aux chimiokines 
immobilisées ou solubles. En effet, une étude réalisée in vitro, a démontré que la chimiokine 
CCL21 induit la mobilité des lymphocytes T lorsqu’elle est immobilisée sur une matrice de 
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collagène et de fibronectine alors qu’elle n’a pas d’effet sur la mobilité cellulaire lorsqu’elle 
est soluble (Woolf et al., 2007). Cependant, l’effet d’une chimiokine soluble sur la mobilité 
des lymphocytes T n’a jamais été étudié en présence de chimiokines immobilisées.  
► La mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes est-elle dépendante des 
intégrines ?
A l’intérieur des organes lymphoïdes secondaires, les FRC expriment de manière ubiquitaire 
ICAM-1 et VCAM-1 (Katakai et al., 2004; Woolf et al., 2007). Cependant l’absence de 
mouvement fluidique à l’intérieur des organes lymphoïdes secondaires, minimise la fonction 
des molécules d’adhésion pour la migration des lymphocytes T. En effet, dans des 
expériences in vitro, il a été montré que pour induire l’adhésion des lymphocytes T sur 
ICAM-1, CCL21 n’est pas suffisante et qu’un flux est nécessaire (Woolf et al., 2007). Dans 
ces expériences, le blocage de LFA-1, n’a pas eu d’effet sur la mobilité des lymphocytes T 
induite par les chimiokines CCL21, CCL19 ou CXCL12. La faible implication de LFA-1 sur 
la migration des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires a été confirmée in 
vivo par microscopie biphotonique dans des explants d’organes lymphoïdes secondaires. En 
effet, la mobilité des lymphocytes T déficients pour CD18 (chaîne β de LFA-1) dans des 
organes lymphoïdes de souris sauvages ainsi que la mobilité des lymphocytes T sauvages 
dans les organes lymphoïdes de souris ICAM-1 déficientes, n’est que très faiblement 
diminuée (-15%). De plus, le blocage des intégrines α4 (VCAM-1) n’a pas d’effet additif sur 
la déficience en CD18, suggérant l’absence d’un mécanisme de compensation par cette autre 
molécule d’adhésion. 
Lammermann et al. ont également montré que les molécules d’adhésion ne sont pas 
indispensables pour la mobilité cellulaire dans les organes lymphoïdes secondaires, en 
utilisant des cellules dendritiques déficientes pour l’ensemble des intégrines hétérodimeriques 
qu’elles expriment normalement à leur surface (α4, α5, αM, αL, αV, αX, β1, β2, β3 et β7) 
(Lammermann et al., 2008). Ils concluent finalement que dans leur modèle cellulaire les 
intégrines sont nécessaires à l’extravasation cellulaire et à la migration cellulaire en 2-
dimensions, mais qu’elles ne sont pas impliquées dans la migration cellulaire en 3-
dimensions. Ceci permet aussi de réconcilier les résultats obtenus in vivo (montrant l’absence 
d’implication des intégrines pour la mobilité des lymphocytes dans les organes lymphoïdes 
secondaires) avec : i) les résultats prouvant l’implication des intégrines pour l’entrée des 
lymphocytes dans les organes lymphoïdes secondaires (voir chapitre précédent ; (Andrew et 
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al., 1998)) et ii) les résultats démontrant une implication des intégrines dans des systèmes de 
migration in vitro en 2D (Campbell et al., 1998; Cinamon et al., 2001).  
► La mobilité des lymphocytes T dépend-elle d’un programme intrinsèque ?
Les lymphocytes T se déplacent dans les organes lymphoïdes secondaires en alternant entre 
des phases d’immobilité et de mobilité (Miller et al., 2003). Il a tout d’abord été proposé que 
ce mode de migration (aussi appelé « stop and go ») soit dépendant d’un programme 
intrinsèque aux lymphocytes T, rythmé en quelque sorte par une horloge interne. Bien que 
l’idée même d’une programmation interne du « stop and go » n’ait pas été expérimentalement 
exclue à ce jour, il a plus récemment été établi que des facteurs environnementaux régulent la 
mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires (Beltman et al., 2007). 
Cette conclusion a pu être apportée par modélisation de la migration des lymphocytes T et 
confirmée par une analyse sur des périodes de temps plus longues (40 min au lieu de 12 min 
lors des premières études), sur des zones d’observations un peu plus large (xyz : 200x220x 
40-60 au lieu de 175x225x51 µm) et avec une fréquence d’acquisition d’images équivalente 
(11s au lieu de 10s) aux études précédentes. Au cours de leur migration, les lymphocytes T 
rencontrent de nombreux obstacles physiques, tels que les cellules dendritiques, les FRC, 
d’autres lymphocytes T ainsi que les composants de la matrice extracellulaire. Ensemble, ils 
sont à l’origine de la forte densité des zones T des organes lymphoïdes secondaires
responsables des phases d’arrêts de migration des lymphocytes. L’interaction des 
lymphocytes T avec les cellules dendritiques même en absence d’antigène pathogène induit 
un arrêt de migration de courte durée (Mempel et al., 2004).  
Dans les expériences visant à observer la migration lymphocytaire au niveau des organes 
lymphoïdes secondaires, moins d’1 % des lymphocytes T présents sont marqués à l’aide 
d’une sonde fluorescente. Ainsi, de nombreux obstacles à la migration des lymphocytes T 
marqués ne sont pas visibles ; ce qui rend l’interprétation des arrêts de migration délicate. Une 
des prédictions du modèle mathématique de Beltman et al. est que les lymphocytes T 
organiseraient eux-mêmes leur migration, localement et à petite échelle, sous forme de 
vagues.  Celles-ci faciliteraient la migration lymphocytaire, permettant d’éviter les collisions 
cellulaires, en établissant une orientation commune. Ces vagues de migrations ont été 
observées expérimentalement seulement lorsque la quantité de cellules marquées par 
fluorescence était augmentée (Beltman et al., 2007).  
Ainsi, la périodicité de la migration des lymphocytes T ne serait pas liée à un programme 
intrinsèque mais serait dictée par le microenvironnement.  
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► Que permettent les phases d’arrêts de migration des lymphocytes T ?  
Les arrêts de migration réalisés par les lymphocytes T corrèlent avec un changement de 
polarisation du cytosquelette d’actine permettant aux lymphocytes T de modifier ensuite la
direction de leur migration (Miller et al., 2003). L’implication du cytosquelette d’actine et de 
ses molécules régulatrices dans la migration lymphocytaire sera détaillée dans le chapitre 
suivant. Au cours de la migration des lymphocytes T, des pics de calcium intracellulaire ont 
été mesurés, n’excédant pas 2 min (Asperti-Boursin et al., 2007; Wei et al., 2007). Ils 
corrèlent avec une diminution de la vitesse de migration ou avec un arrêt de migration 
lymphocytaire (Negulescu et al., 1996). Ces pics de calcium peuvent être induits par contact 
avec les cellules dendritiques, même en absence d’antigène spécifique. Les conséquences de 
l’induction de flux calciques par les cellules dendritiques seront discutées dans le sous-
chapitre suivant.  
c) Caractérisation de la rencontre avec les cellules dendritiques dans les organes 
lymphoïdes secondaires 
Les organes lymphoïdes secondaires sont peuplés par des cellules dendritiques et des 
cellules de Langherhans résidentes mais aussi par des cellules dendritiques qui vont 
immigrées dans les organes lymphoïdes secondaires. Les cellules dendritiques résidentes vont 
capturer, processer et présenter les antigènes solubles périphériques convoyés par les conduits 
réticulaires au niveau des organes lymphoïdes secondaires (Sixt et al., 2005). Les cellules 
dendritiques résidentes sont en étroites relations avec les FRC (Bajenoff et al., 2006; 
Lindquist et al., 2004). Les cellules dendritiques immigrantes transportent les antigènes 
depuis les tissus non-lymphoïdes jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires. Elles accèdent 
aux organes lymphoïdes secondaires via les vaisseaux lymphatiques afférents, puis se 
localisent au niveau des zones T. Là, elles présentent aux lymphocytes T, les antigènes 
qu’elles auront apprêtés, sur leurs molécules du CMH. En condition de non infection, les 
cellules dendritiques présenteront des antigènes du soi alors qu’en condition d’infection elles 
présenteront des antigènes étrangers. Nous verrons que la dynamique et les conséquences de 
l’interaction avec les lymphocytes T seront différentes en fonction de la nature de l’antigène 
présenté.  
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► La rencontre entre les lymphocytes T et les cellules présentatrices de l’antigène relève t-
elle du hasard ?
Dans les organes lymphoïdes secondaires, les lymphocytes T sont à la recherche d’antigènes 
présentés par les cellules dendritiques. En fonction des études, il a été estimé qu’une cellule 
dendritique peut contacter entre 2000 et 5000 lymphocytes T différents/ heure (Beltman et al., 
2007; Miller et al., 2004a). Ce taux rend les chances de rencontre, des cellules dendritiques 
avec les rares (entre 100 et 1000 dans l’organe lymphoïde secondaire) lymphocytes T 
spécifiques de l’antigène, excellentes (Beltman et al., 2007). Au regard de ce bon résultat on
se demande alors si la rencontre entre un lymphocyte T et une cellule dendritique est 
opportune ou si elle est contrôlée ? Nous avons vu que cette rencontre est favorisée par 
l’organisation des organes lymphoïdes secondaires en zones spécialisées. De plus, le fort 
pouvoir de mobilité basal des lymphocytes T augmente la probabilité pour un lymphocyte T 
de rencontrer les cellules dendritiques. En revanche, bien que les cellules dendritiques soient 
très mobiles lors de leur entrée dans les organes lymphoïdes secondaires, elles établissent 
ensuite une étroite relation avec les FRC et sont alors quasiment immobiles (Miller et al., 
2004a). Cette observation laisse à penser que les cellules dendritiques sont passives dans la 
rencontre avec les lymphocytes T. Cependant, il a été observé que les cellules dendritiques 
bien qu’immobiles, étendent et rétractent continuellement leurs dendrites (Lindquist et al., 
2004; Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004a). De cette manière, elles augmentent la surface 
membranaire susceptible d’être scannée par les lymphocytes T. Enfin, il a également été 
démontré que les cellules dendritiques sont capables d’attirer les lymphocytes T vers elles par 
le biais de la sécrétion de chimiokines (Castellino et al., 2006; Friedman et al., 2006). Les 
chimiokines sécrétées par les cellules dendritiques se lieraient à leur surface et formeraient
ainsi un gradient local.  
Bien que les intégrines et notamment LFA-1 ne soit pas nécessaire à la migration des 
lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires, il a été montré, in vivo, que LFA-1
joue un rôle important dans la formation des contacts avec les cellules dendritiques. En effet, 
la présence de LFA-1 permet de diminuer le seuil de sensibilité aux antigènes (Bachmann et 
al., 1997; Schmits et al., 1996). 
d) Rencontre avec les cellules dendritiques en condition de non-infection 
En condition de non infection, dans les organes lymphoïdes secondaires, les cellules 
dendritiques vont présenter aux lymphocytes T des antigènes du soi sur leurs molécules de 
CMH (Scheinecker et al., 2002). La majorité des cellules dendritiques présentes dans les 
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organes lymphoïdes secondaires sont immatures et ne possèdent donc pas les molécules 
(telles que les molécules de costimulation CD80/86)  requises pour l’activation lymphocytaire 
(Wilson et al., 2003). Cependant, elles sont impliquées dans la tolérance périphérique et 
pourront éliminer les lymphocytes T auto-réactifs qui auraient échappé à la tolérance 
thymique (pour revue (Steinman et al., 2003)). Les cellules dendritiques immatures ont 
également un rôle dans le maintien de la population de lymphocytes T régulateurs (Yamazaki 
et al., 2003). Néanmoins, nous avons vu précédemment qu’en condition de non infection, les 
lymphocytes T étaient très mobiles dans les organes lymphoïdes secondaires. Ces 
observations présagent que les interactions établies entre les lymphocytes T et les cellules 
dendritiques présentant des antigènes du soi soient de courtes durées ou mobiles. Ces 
interactions ont-elles d’autres fonctions que le maintien de la tolérance périphérique ? Ont-
elles des conséquences sur la rencontre avec l’antigène en condition d’infection et sur 
l’activation spécifique des lymphocytes T ?
► Interactions des lymphocytes T avec les cellules dendritiques en absence de pathogènes  
Par microscopie électronique, il a été montré qu’en absence d’antigènes, les lymphocytes T 
interagissent avec les cellules dendritiques mais pas avec les lymphocytes B (Delon et al., 
1998). La longueur de la zone de contact formée entre les lymphocytes T et les cellules 
dendritiques est réduite en absence d’antigènes en comparaison avec une interaction réalisée 
en présence d’antigènes spécifiques. Par microscopie biphotonique, il a été observé que les 
lymphocytes T interagissent de manière transitoire avec les cellules dendritiques présentant 
des peptides du soi sur leurs molécules de CMH (Miller et al., 2004a). De plus, ces 
interactions sont très dynamiques. La durée moyenne des interactions est de 3,8 min, ce qui 
permet aux lymphocytes T de rencontrer successivement plusieurs cellules dendritiques. De 
manière surprenante, il a été montré dans des expériences in vitro, conduites dans des 
matrices de collagène en 3-dimensions, que les lymphocytes T forment une synapse
immunologique dynamique (aire de contact privilégiée et organisée en zones enrichies en 
différentes molécules membranaires et de signalisation) avec les cellules dendritiques qu’ils
rencontrent (Storim et al., 2010). Les lymphocytes T maintiennent leur migration amiboïde 
tout en se polarisant vers la cellule dendritique. L’organisation moléculaire de la synapse 
immunologique dynamique formée (aussi appelée kinapse) a aussi été étudiée in vitro en 2-
dimensions (Revy et al., 2001) et sera détaillée dans le sous-chapitre suivant. Nous nous 
intéresserons maintenant aux conséquences de cette interaction sur le lymphocyte T.  
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► Conséquences de l’interaction sur la mobilité des lymphocytes T ? 
Nous avons vu que la grande mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
secondaires est principalement conduite par les chimiokines et les FRC. Il a également été 
démontré, dans des expériences in vivo et in vitro, que les cellules dendritiques sont, elles 
aussi, responsables de cette mobilité (Fischer et al., 2007; Gunzer et al., 2000; Real et al., 
2004). In vivo, il a été montré par microscopie biphotonique, que la mobilité des lymphocytes 
T CD4+ naïfs dans des explants d’organes lymphoïdes secondaires de souris déficientes en 
CMH-II, est largement diminuée par rapport à la mobilité observée dans les explants de souris 
sauvages (Fischer et al., 2007). De plus, en absence de CMH-II, les lymphocytes T CD4+ ne 
parviennent pas à rencontrer les rares cellules dendritiques présentant les antigènes pour 
lesquels elles sont spécifiques. In vitro, alors que les lymphocytes T naïfs sont immobiles 
dans des matrices 3-dimensions de collagène, la présence de cellules dendritiques dans ces 
mêmes matrices induit la mobilité des lymphocytes T (Gunzer et al., 2000). Ces résultats ont 
été confirmés dans des expériences conduites in vitro en 2-dimensions (Real et al., 2004).
Dans ces travaux, les auteurs ont également montré que l’induction de la mobilité des 
lymphocytes T CD4+ par les cellules dendritiques immatures était dépendante d’un contact et
qu’elle impliquait la molécule d’adhésion ICAM-1 mais pas DC-SIGN (Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin). De plus, les auteurs ont 
montré que les chimiokines et plus particulièrement CCL17 et CCL22 jouaient également un 
rôle dans l’induction de cette mobilité. Enfin, ces travaux ont aussi prouvé que le phénomène 
d’induction de la mobilité par les cellules dendritiques immatures était 2 à 3 fois plus 
important pour les CD4+ mémoires par rapport aux CD4+ naïfs. In vitro, il a aussi été montré 
que les cellules dendritiques matures sont capables d’induire la mobilité des lymphocytes T 
naïfs (Kaiser et al., 2005). Enfin, l’induction de la mobilité des lymphocytes T n’est pas 
restreinte aux cellules dendritiques, puisqu’il a été souligné que les monocytes et les 
lymphocytes B étaient dotés de la même propriété mais avec une efficacité nettement moindre 
(Real et al., 2004).  
En résumé, il a donc clairement été établi que les cellules dendritiques induisent la 
mobilité des lymphocytes T de manière chimiokine et adhésion dépendante, cependant les 
mécanismes moléculaires impliqués restent encore à être explorés. Outre l’amélioration de 
l’exploration des organes lymphoïdes secondaires (Fischer et al., 2007), l’induction de la 
mobilité des lymphocytes T par les cellules dendritiques a t-elle des conséquences 
fonctionnelles ?  
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► Conséquences de l’interaction sur l’état d’activation des lymphocytes T : 
Afin d’étudier les conséquences fonctionnelles des interactions entre les cellules dendritiques 
et les lymphocytes T réalisées en absence d’antigène, des souris transgéniques exprimant le 
récepteur à la toxine diphtérique sous le contrôle du promoteur CD11c ont été utilisées 
(Hochweller et al., 2010). Le traitement de ces souris par la toxine diphtérique permet une 
déplétion quasiment totale (90 à 97 %) des cellules dendritiques. Les lymphocytes T CD4+ de 
la rate de ces souris ont été purifiés après traitement par la toxine diphtérique et leur capacité 
proliférative a été testée ex vivo suite à une stimulation antigénique. Il est apparu que les 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ purifiés à partir des souris déficientes en cellules dendritiques, 
présentent des défauts sévères de prolifération en comparaison aux lymphocytes T CD4+ et 
CD8+ purifiés chez les souris sauvages. Ce défaut de prolifération est à mettre en lien avec un 
défaut de formation de la synapse immunologique et de phosphorylation de Zap-70, molécule 
clef de la voie de signalisation du TCR. La cascade de signalisation du TCR ainsi que la 
structure moléculaire de la synapse immunologique seront décrites en détail dans le sous-
chapitre suivant. De plus, dans cette même étude, les auteurs ont montré qu’une déplétion 
partielle en cellules dendritiques résulte en des défauts intermédiaires en termes de 
prolifération lymphocytaire. Enfin, les auteurs montrent également que le défaut de 
prolifération est réversible, puisque corrigé lorsque le nombre de cellules dendritiques revient 
à la normale dans la rate des souris après arrêt du traitement à la toxine diphtérique. Ainsi, les 
auteurs de ces travaux montrent de manière élégante, qu’en condition de non infection, les 
cellules dendritiques ont pour fonction de préparer les lymphocytes T à répondre à une 
stimulation antigénique en les pré-activant.  
Les auteurs d’une étude précédente avaient bâti une conclusion similaire quant au rôle des 
interactions entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques en absence d’antigènes 
pathogènes, en utilisant une approche expérimentale opposée à celle décrite précédemment 
(Stefanova et al., 2002). Dans cette étude, Stefanova et al. ont purifié des lymphocytes T 
CD4+ naïfs à partir d’organes lymphoïdes secondaires de souris non infectées puis les ont 
privés de contacts avec les complexes CMH-peptides du soi par une culture ex vivo de 30 
min. Ils ont ensuite mesuré la prolifération de ces cellules suite à une stimulation antigénique. 
Les lymphocytes T CD4+ naïfs maintenus 30 min en culture présentent un défaut de 
prolifération par rapport aux lymphocytes T qui ont été stimulés juste après leur purification. 
De même, les lymphocytes T CD4+ naïfs maintenus 30 min en culture perdent la 
phosphorylation de Zap-70 par rapport aux lymphocytes T CD4+ naïfs analysés juste après 
purification. De plus, les lymphocytes T purifiés à partir du sang (ne sont pas en contact avec 
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les cellules dendritiques) de souris sauvages répondent moins fortement à une stimulation 
antigénique (prolifération et phosphorylation de Zap-70) que les lymphocytes T purifiés à 
partir des organes lymphoïdes secondaires (sont en contact avec les cellules dendritiques) de 
ces mêmes souris.  
Des études conduites in vitro, ont aussi confirmé qu’en absence d’antigènes pathogènes, 
l’interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T permet de maintenir les 
lymphocytes T dans un état de pré-activation, diminuant ainsi leur seuil d’activation pour une 
stimulation successive par un antigène pathogène (Kaiser et al., 2005; Real et al., 2004).  
De plus, il a été montré qu’outre la faible induction de prolifération et d’activation des voies 
de signalisation sous le TCR, les lymphocytes T au contact de cellules dendritiques présentant 
des antigènes du soi, produisent des flux calciques de faible amplitude, augmentent
l’expression des marqueurs d’activation tels que CD69 et CD25 et produisent de faibles 
quantités de cytokines (IL-2) (Delon et al., 1998; Kondo et al., 2001; Real et al., 2004; Revy 
et al., 2001).  
Ainsi, les travaux conduits in vivo et in vitro ont montré que l’interaction des lymphocytes T 
avec les cellules dendritiques présentant des antigènes du soi diminue le seuil d’activation des 
lymphocytes pour leur prochaine rencontre avec l’antigène. Cet état de faible niveau 
d’activation des lymphocytes T a été qualifié d’activation homéostatique. 
► Conséquences de l’interaction sur la survie des lymphocytes T ? 
Bien que de nombreuses études réalisées in vitro et in vivo s’accordent sur l’implication des 
interactions entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T en absence d’antigènes, dans 
l’activation homéostasique des lymphocytes T, leur implication sur la survie des lymphocytes 
T est controversée.  
In vivo, la déplétion en cellules dendritiques n’a pas d’effet sur la survie des lymphocytes T
(Hochweller et al., 2010). En revanche, la présence de cellules dendritiques dans des cultures 
in vitro de lymphocytes T CD4+ ou CD8+ améliore la survie de ces dernières (Kondo et al., 
2001; Revy et al., 2001).  
► Rôle des molécules du CMH sur l’interaction homéostatique des lymphocytes T avec les 
cellules dendritiques  
L’implication des molécules du CMH sur la mobilité, l’activation et la survie des 
lymphocytes T en condition de non infection a pu être investiguée chez des souris déficientes 
pour les molécules de CMH-I et/ou CMH-II ou par l’utilisation d’anticorps anti-CMH 
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bloquants. Cependant, nous verrons que les différentes études réalisées ne s’accordent pas sur 
la nécessité de l’interaction CMH-TCR en condition d’homéostasie et cette question reste 
donc ouverte. Dans les souris déficiente pour le CMH-II, les lymphocytes T CD4+ sont privés 
du contact CMH-II dépendant avec les cellules présentatrices de l’antigène. Dans ces 
conditions il a été observé par microscopie biphotonique que les lymphocytes T CD4+ perdent 
leur dynamisme dans les organes lymphoïdes secondaires et deviennent quasiment immobiles 
(Fischer et al., 2007). Ainsi, les interactions entre lymphocytes T et cellules présentatrices de 
l’antigène sont réduites et l’activation subséquente des lymphocytes T en réponse à un 
antigène est défectueuse. Cependant, dans cette étude, il ne semblerait pas que le défaut de 
mobilité des lymphocytes soit à l’origine du défaut de pré-activation car, chronologiquement, 
in vivo, le défaut de pré-activation des lymphocytes T précède l’arrêt de mobilité. Hochweller 
et al. montrent aussi que l’état de pré-activation et la sensibilité à l’antigène des lymphocytes 
T sont diminués chez les souris pour lesquelles les cellules dendritiques sont déficientes en 
CMH (Hochweller et al., 2010). Néanmoins, il apparaît difficile de conclure clairement sur la 
nécessité directe de l’engagement des molécules du CMH sur l’activation homéostatique et 
sur la survie des lymphocytes T à partir d’expériences réalisées in vivo. La majorité des 
expériences in vitro, montrent un rôle des molécules du CMH sur l’activation homéostatique 
des lymphocytes T (Delon et al., 1998; Storim et al., 2010). De plus, une étude a montré que 
les cellules dendritiques matures (qui expriment fortement le CMH-II) mais pas les cellules 
dendritiques immatures (qui expriment très faiblement le CMH-II) induisent la mobilité et 
l’activation homéostatique de lymphocytes T CD4+ naïfs (Kaiser et al., 2005). Ces 
observations sont en faveur d’un rôle des molécules du CMH sur l’activation homéostatique. 
Néanmoins, une étude précédente, conduite par le même groupe avait démontré que les 
cellules dendritiques immatures pouvaient induire la mobilité ainsi que l’activation 
homéostatique des lymphocytes T CD4+ mémoires avec une fréquence 2 à 3 fois plus élevée 
que pour les lymphocytes T CD4+ naïfs (Real et al., 2004).  
En revanche, Revy et al. montrent que les cellules dendritiques CMH-IKO ou CMH-IIKO
n’affectent ni l’activation homéostatique (réponse calcique, prolifération, polarisation du CD3 
à la synapse immunologique) ni la survie des lymphocytes T CD8+ ou CD4+ par rapport aux 
cellules dendritiques sauvages (Revy et al., 2001). Les travaux de Storim et al. ont aussi 
montré que les molécules de CMH ne seraient pas impliquées dans l’augmentation de la 
survie des lymphocytes T médiée par les cellules dendritiques (Storim et al., 2010).  
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► Rôle de LFA-1 sur l’interaction homéostatique des lymphocytes T avec les cellules 
dendritiques : 
De part sa fonction dans l’adhésion cellulaire, le rôle de la molécule LFA-1 dans l’interaction 
homéostatique entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques a également été étudié. Des 
études réalisées in vitro, s’accordent sur l’implication de l’interaction LFA-1/ICAM-1 sur 
l’induction de mobilité et d’activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques (Real et 
al., 2004; Suzuki et al., 2007). Plus particulièrement, Suzuki et al. montrent que 
l’enrichissement de la molécule LFA-1 à la zone de contact cellulaire a lieu même en absence 
d’antigènes pathogènes et que cet enrichissement permet de diminuer le seuil d’activation des 
lymphocytes.  
En résumé, l’interaction entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques matures 
ou immatures présentant des antigènes du soi dans les organes lymphoïdes secondaires 
induiraient 1) une mobilité lymphocytaire qui favoriserait l’exploration des organes 
lymphoïdes secondaires pour les rares antigènes spécifiques ; 2) une pré-activation des 
lymphocytes T qui favoriserait la stimulation antigénique consécutive et 3) la survie des 
lymphocytes T. Les mécanismes moléculaires impliqués dans l’interaction et dans l’activation 
cellulaire sont encore à confirmer concernant le CMH ou à découvrir. Il est aussi important de 
souligner ici que les interactions entre les cellules dendritiques immatures présentant des 
antigènes du soi et les lymphocytes effecteurs ou mémoires ont également lieu dans la région 
non inflammée des tissus périphériques. D’autre part, l’observation d’une pré-activation des 
lymphocytes T périphériques au contact des cellules dendritiques présentant des peptides du 
soi apporte bien des interrogations sur l’interaction entre les thymocytes et les cellules 
épithéliales thymiques lors de la sélection positive. En effet, on peut penser qu’au cours de la 
sélection positive, l’interaction TCR-CMH-peptide du soi conduise à une pré-stimulation du 
thymocyte permettant sa sélection (Stefanova et al., 2003).  
e) Rencontre avec les cellules dendritiques en condition d’infection
En condition d’infection, le nombre de lymphocytes présents dans les organes 
lymphoïdes secondaires augmente ce qui accroît la probabilité que les antigènes présentés 
soient reconnus par les rares lymphocytes T qui en sont spécifiques (Cahill et al., 1976). Il a 
été estimé qu’entre 10-5 et 10-6 lymphocytes T présents dans les organes lymphoïdes 
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secondaires étaient capables de reconnaître les antigènes d’un pathogène donné présentés à la 
surface des cellules présentatrices de l’antigène (Blattman et al., 2002).   
► Les 3 phases de la rencontre : 
Contrairement aux interactions entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques qui ont 
lieu en absence d’infection, la rencontre des lymphocytes T avec les cellules dendritiques
présentant des antigènes pathogènes, est orchestrée par une succession de 3 étapes distinctes 
(Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004b). Ces 3 étapes ont été observées par microscopie 
biphotonique intra-vitale, au niveau des organes lymphoïdes secondaires, à différents temps 
après le transfert adoptif de lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’ovalbumine et marqués par 
une sonde fluorescente (Miller et al., 2004b) (Figure 5).  
Moins de 2h après le transfert adoptif, la mobilité des lymphocytes T dans les organes 
lymphoïdes secondaires de souris immunisées avec l’ovalbumine diminue par rapport aux 
conditions de non infection. En effet, la vitesse de migration moyenne des lymphocytes T est 
de 5,4µm/min. Les lymphocytes interagissent préférentiellement avec les dendrites des 
cellules dendritiques, établissant des contacts transitoires mais qui sont tout de même 3,5 fois 
plus longs que ceux observés en absence d’antigènes (11,4 min vs 3,2 min dans cette étude). 
Les lymphocytes T réalisent une série de contact avec la même cellule dendritique ou avec 
plusieurs cellules dendritiques voisines, et n’explorent finalement qu’une zone restreinte des 
organes lymphoïdes secondaires. 
Entre 2h et 14h après le transfert adoptif, les lymphocytes T se regroupent (forment un 
« cluster » dense) autour des cellules dendritiques. Leur vitesse de migration diminue 
considérablement (2,6 µm/min). La durée des contacts entre les lymphocytes T et les cellules 
dendritiques est alors très nettement augmentée. Elle est supérieure à la durée d’acquisition 
c'est-à-dire supérieure à 60 min. Cependant ces « clusters » sont très dynamiques : la position 
relative des cellules change continuellement.  
Entre 16h et 24h après le transfert adoptif, les « clusters » formés entre les lymphocytes T 
et les cellules dendritiques se dissocient. La vitesse de migration des lymphocytes augmente 
(4,1 µm/min), le temps de contact moyen avec les cellules dendritiques est de 20 min et leur 
volume cellulaire est important et caractéristique de cellules blastiques. La majorité des 
contacts sont transitoires. En effet, les lymphocytes T scannent tour à tour la surface de 
plusieurs cellules dendritiques environnantes.  
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Plus de 24h après le transfert adoptif, de nombreuses divisions lymphocytaires sont 
observées, rendant compte d’une interaction lymphocyte T/ cellule dendritique productive en 
termes d’activation lymphocytaire.  
Figure 5 : Vitesse de migration et interactions cellulaires des lymphocytes T. 
Vitesse de migration des lymphocytes T et pourcentage de lymphocytes T en interaction avec les cellules 
dendritiques dans les organes lymphoïdes secondaires à différents temps après le transfert adoptif des 
lymphocytes T spécifiques de l’ovalbumine dans une souris immunisée ou pas avec l’ovalbumine. D’après 
(Miller et al., 2004b). 
Ces 3 étapes distinctes ont également été observées par microscopie biphotonique intra-vitale 
par Mempel et al. au cours de l’interaction des lymphocytes T CD8+ et des lymphocytes T 
CD4+ avec les cellules dendritiques présentant des antigènes dans les organes lymphoïdes 
secondaires murins (Mempel et al., 2004). Cependant, dans certaines études, la première 
phase d’interaction transitoire entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques n’a pas été 
observée, les cellules établissant dès leur entrée dans les organes lymphoïdes des contacts 
longs (Shakhar et al., 2005; Wei et al., 2007). Ces désaccords entre les études peuvent 
s’expliquer par une qualité de reconnaissance de l’antigène différente (concentration en 
antigène, affinité du TCR pour l’antigène). En effet, les contacts transitoires réalisés lors de la 
première phase pourraient permettre aux lymphocytes T d’accumuler les signaux nécessaires 
pour atteindre un seuil d’activation permettant d’établir des contacts longs. Cette hypothèse 
corrèle avec le fait qu’en première phase, l’expression des marqueurs d’activation précoce tel 
que CD69 augmente à la surface des lymphocytes (Celli et al., 2005; Hugues et al., 2004; 
Mempel et al., 2004). Le seuil d’activation pourrait être atteint très rapidement en cas de forte 
stimulation antigénique et l’intégration de signaux multiples ne serait alors pas requise dans 
ce cas.  
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► Le signal stop : 
Le signal qui va induire l’arrêt de migration du lymphocyte T suite à sa rencontre avec un 
antigène pathogène n’a pas été clairement identifié. De plus, nous verrons dans le chapitre 
suivant que, contrairement à ce qui a longtemps été pensé, les contacts formés entre les 
lymphocytes T et les cellules présentatrices de l’antigène peuvent être mobiles sans pour 
autant nuire à l’issue de la rencontre en termes d’activation lymphocytaire. Le stop ne 
correspond pas à une période de repos, au contraire c’est une phase très active qui implique 
une augmentation du métabolisme cellulaire (Beeson et al., 1996; Frauwirth and Thompson, 
2004). Puisque la cellule dépense de l’énergie pour le réaliser, il y a fort à penser que l’arrêt 
de migration soit capital. Néanmoins, le mécanisme et l’importance physiologique du signal 
stop sont loin d’être totalement compris.
L’arrêt de migration implique la reconnaissance spécifique par le TCR de l’antigène présenté 
par les molécules du CMH. Il a été démontré que la molécule d’adhésion LFA-1 augmente la 
sensibilité de cette reconnaissance (Bachmann et al., 1997). L’engagement du TCR avec son 
ligand réoriente la polarisation du lymphocyte T. En effet, le MTOC (MicroTubule 
Organizing Center) localisé au niveau de l’uropode dans les cellules en migration, va se 
polariser à la zone de contact avec la cellule présentatrice de l’antigène (Dustin et al., 1997).
L’engagement du TCR augmente également les propriétés adhésives des lymphocytes T par 
activation de LFA-1 à travers la signalisation « inside-out » (Dustin et al., 1997; Raab et al., 
2010; Smith et al., 2005). Ces 2 changements, qui surviennent suite à l’interaction du TCR 
avec son ligand, semblent favoriser l’arrêt de migration des lymphocytes T. Cependant, ces 
signaux ne seraient pas responsables du stop induit par l’antigène. Il a aussi été montré que la 
molécule ICAM-1 est nécessaire au stop des lymphocytes T CD8+, de manière antigène 
spécifique in vivo (Scholer et al., 2008).  
En revanche, Negulescu et al. ont montré que la reconnaissance de l’antigène par les 
lymphocytes T résulte en une augmentation du signal calcique qui est nécessaire et suffisante 
pour induire l’arrêt de migration des lymphocytes T (Negulescu et al., 1996).  L’implication 
du signal calcique a par la suite été confirmée pour l’arrêt de migration des lymphocytes T 
naïfs dans les organes lymphoïdes secondaires (Skokos et al., 2007). Néanmoins, une autre 
étude a démontré que le stop des cellules effectrices était indépendant du signal calcique 
(Dustin et al., 1997). Les mécanismes par lesquels le calcium contribuerait à l’arrêt de 
migration ne sont pas connus à ce jour.  
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► Les modèles de rencontres : unique ou en série (« single or  serial encounter ») : 
L’issue d’une interaction spécifique de l’antigène entre un lymphocyte T naïf et une cellule 
présentatrice de l’antigène sera l’activation du lymphocyte T. Deux modèles de rencontres 
conduisant à l’activation du lymphocyte ont été proposés.   
Selon le modèle d’une rencontre unique ou « single encounter » entre un lymphocyte T et une 
cellule présentatrice de l’antigène, le maintien d’une interaction stable sur une longue durée 
(entre 6 et 20 h) est nécessaire à l’activation lymphocytaire (Iezzi et al., 1998). Le maintien de 
l’interaction cellulaire implique l’interaction moléculaire ICAM-1/LFA-1 au site de contact. 
Cette dernière favorise la reconnaissance spécifique du TCR pour les complexes CMH-
peptide et une signalisation soutenue en aval du TCR.  Le second modèle propose qu’au lieu 
de recevoir un signal d’activation complet à travers une interaction unique avec une cellule 
présentatrice de l’antigène, les lymphocytes T somment des signaux d’activations provenant 
de rencontres successives, de courtes durées, avec les cellules présentatrices de l’antigène. Ce 
modèle est appelé modèle de rencontres en série ou « serial encounter ». Les 2 modèles 
imposent un seuil pour l’activation lymphocytaire dépendant de la durée de l’interaction dans 
un cas ou de la fréquence des interactions dans l’autre. Les interactions moléculaires et la 
signalisation lymphocytaire résultante seront détaillées dans le sous-chapitre suivant (voir 
synapse vs kinapse) 
4. Activation des lymphocytes T CD4+  
Vers l’Age adulte des lymphocytes T
L’interaction privilégiée entre un lymphocyte T et une cellule dendritique présentant un
pathogène spécifique va conduire à l’activation du lymphocyte T. Celui va proliférer et 
acquérir les armes nécessaires à ses fonctions de défense contre le pathogène reconnu. Alors 
que les lymphocytes T CD8 (aussi appelés lymphocytes T tueurs) vont avoir pour fonction 
d’éliminer les cellules infectées de notre organisme, les lymphocytes T CD4 vont aider les 
lymphocytes B et les lymphocytes T CD8 dans leur lutte contre le pathogène reconnu. 
Le devenir de la rencontre entre un lymphocyte T et une cellule dendritique dans les 
organes lymphoïdes secondaires dépend de l’intégration des signaux par les récepteurs 
engagés à l’interface cellulaire. L’aire de contact privilégiée formée entre un lymphocyte T et 
une cellule présentatrice de l’antigène est appelée synapse immunologique.  Ce terme a été 
utilisé, pour la première fois en 1984 par Norcross et al., pour décrire les interactions 
spécifiques engagées entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de l’antigène, par 
analogie à la synapse communicative formée entre 2 neurones ou entre un neurone et une 
Introduction : Les lymphocytes T : chefs d’orchestre de l’immunité adaptative, une vie bien 
rythmée
51
autre cellule (Norcross, 1984). Bien que la structure moléculaire de la synapse 
immunologique soit strictement établie, on sait aujourd’hui que celle-ci ne correspond pas une 
structure figée. Au contraire, elle est dynamique. Ce dynamisme va permettre par exemple à
un lymphocyte d’interagir simultanément avec plusieurs cellules présentatrices de l’antigène 
pour finalement se focaliser sur celle qui lui présentera le meilleur stimuli antigénique (Depoil 
et al., 2005). D’autre part, un même lymphocyte T peut également former plusieurs synapses 
immunologiques de manière successive afin d’accumuler les signaux qui permettront son 
activation (Celli et al., 2005; Faroudi et al., 2003). Finalement, on ne parle plus aujourd’hui 
de la synapse immunologique au singulier, mais des synapses immunologiques, du fait de leur 
diversité dimensionnelle et fonctionnelle (Trautmann and Valitutti, 2003).  
a) Architecture des synapses immunologiques 
La formation de la synapse immunologique a lieu dans les 30 min qui suivent l’engagement 
spécifique du récepteur aux lymphocytes T (TCR) avec les antigènes présentés par les 
molécules de CMH à la surface des cellules présentatrices de l’antigène. Les parties 
extracellulaires du TCR et des molécules de CMH mesurent chacune 7,5 µm de long, par 
conséquent, l’interaction entre ces molécules impose que les membranes des 2 cellules ne 
soient pas éloignées de plus de 13 µm (Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996; Springer, 
1990).   
► La synapse immunologique concentrique : 
En 1990, Springer et al. proposent que la synapse immunologique soit organisée en différents 
domaines ségrégés en fonction de la taille des complexes moléculaires formés entre le 
lymphocyte T et la cellule présentatrice de l’antigène (Springer, 1990). En 1998, Monks et al.
prouvent la réalité de cette hypothèse par l’observation structurale en 3-dimensions de l’aire 
de contact entre un lymphocyte T et un lymphocyte B en présence d’antigènes, après 
déconvolution d’une série d’images prises en z (Monks et al., 1998). L’aire synaptique est
formée de zones distinctes concentriques appelées SMAC (Supra Molecular Activation 
Cluster) (Figure 6). Le cSMAC (central SMAC) désigne le cœur de la synapse 
immunologique où sont concentrés les TCR en interaction avec les molécules de CMH-
peptide. Tout autour du cSMAC, le pSMAC (peripheral SMAC) est enrichi en LFA-1, une 
molécule d’adhésion de taille plus importante qui interagit avec ICAM-1. Puis, d’autres 
travaux ont confirmé et étendu nos connaissances sur la structure de la synapse 
immunologique concentrique. Aujourd’hui, il est établi qu’au niveau du cSMAC, se 
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concentrent non seulement les molécules du TCR-CMH-peptide mais également le 
corécepteur CD4 (ou CD8 ; en interaction avec les molécules du CMH), la molécule de 
costimulation CD28 (en interaction avec CD80/86) et la molécule CD2 (en interaction avec 
CD48/CD58). Ces molécules transmembranaires sont notamment associées, du côté du 
lymphocyte T, avec les kinases PKC, Lck et Fyn au cSMAC. Au niveau du pSMAC, la 
molécule d’adhésion LFA-1 est associée en intracellulaire à une molécule de liaison avec le 
cytosquelette d’actine, la taline (Grakoui et al., 1999). Enfin, une troisième zone, plus externe 
et concentrique aux 2 premières, appelée dSMAC (distal SMAC), a également été observée. 
Dans cette zone, de grosses protéines (exclues du cSMAC et du pSMAC) sont présentes telles 
que les phosphatases CD45 et CD148, et la molécule de liaison avec le cytosquelette d’actine 
CD43, via son interaction avec les molécules ERM en intracellulaire (Ezrine, Radixine, 
Moésine) (Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Leupin et al., 2000). Cette organisation 
de la synapse immunologique en SMAC favorise l’engagement simultané de nombreuses 
molécules transmembranaires et le recrutement de molécules de signalisation à l’origine de 
l’activation de différentes cascades de signalisation contrôlant ainsi l’activation et la mise en 
place des fonctions effectrices des lymphocytes T (van der Merwe, 2000).  
Figure 6 : Architecture moléculaire de la synapse immunologique concentrique.
La synapse immunologique concentrique formée entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de l’antigène 
est organisée en trois zones. La zone centrale ou cSMAC contient les molécules du TCR, CD4/8, CD28, les 
molécules de signalisation Lck, PKC... La zone périphérique ou pSMAC contient LFA-1 et la taline. La zone 
distale ou dSMAC contient CD45, CD43, CD148. Les appareils sécrétoires (golgi et MTOC) sont polarisés vers 
la cellule présentatrice de l’antigène. D’après Valitutti.S and Espagnolle.N, Immunological Synapse, 
Encyclopedia of life science, 2006
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La signalisation débute avant même que la synapse immunologique soit complètement formée 
(Lee et al., 2002; Monks et al., 1998). En effet, la formation du cSMAC implique tout d’abord 
un engagement du TCR avec les complexes CMH-peptide au niveau du pSMAC (Yokosuka 
and Saito, 2009). Cet engagement est fonctionnel puisqu’il induit une augmentation de la 
concentration calcique intracellulaire ainsi que la phosphorylation des molécules de 
signalisation Zap-70 et Lck. La microscopie TIRF (Total Internal Reflexion Fluorescence) a 
permis d’observer le TCR sous forme de microregroupements (« microclusteurs ») de 
plusieurs molécules du TCR (Campi et al., 2005; Yokosuka et al., 2005). La formation de 
microregroupements de TCR engendre par conséquent la concentration des molécules 
intracellulaires qui lui sont associées. Dans les 5 min qui suivent l’engagement du TCR en 
périphérie, les microregroupements de TCR engagés se déplacent vers le cSMAC ce qui 
permet ainsi leur accumulation au centre synaptique (Figure 7). Il est important de noter que 
les microregroupements de TCR se forment continuellement en périphérie puis se déplacent 
vers le centre de la synapse. Le déplacement des TCR vers le centre de la synapse serait 
dépendant de l’actine et de la myosine IIA (Ilani et al., 2009; Kaizuka et al., 2007). Très 
récemment, il a été montré que le transport des microregroupements dépend de la dynéine, 
une protéine motrice associée aux microtubules (Hashimoto-Tane et al., 2011). Enfin, au 
niveau du cSMAC, les TCR sont internalisés et recyclés par le biais d’endosomes exprimant 
le récepteur à la transferrine (Das et al., 2004).  
La polarisation du cytosquelette d’actine est également impliquée dans la formation de la 
synapse immunologique (Billadeau et al., 2007). L’organisation de l’actine à la synapse 
immunologique ainsi que son implication sur l’activation et sur les fonctions effectrices des 
lymphocytes T seront détaillées dans le chapitre suivant.  
Une autre caractéristique marquante de la structure de la synapse immunologique réside dans 
la polarisation de la machinerie sécrétoire (appareil de golgi et MTOC) du lymphocyte T vers 
la cellule présentatrice de l’antigène (Kupfer et al., 1987). Enfin, à l’opposé de la synapse 
immunologique, l’anti-synapse ou pôle distal est enrichi en CD43, CD44 et en PKCζ, une 
molécule ayant un rôle clef dans la polarité cellulaire (Cullinan et al., 2002; Ludford-Menting 
et al., 2005).  
La synapse immunologique concentrique (décrite ici) est la première à avoir été décrite en 
termes d’organisation morphologique et signalétique. Elle correspond à une synapse 
immunologique mature et est aujourd’hui la synapse immunologique de référence. Cependant, 
nous verrons par la suite que d’autres synapses immunologiques ont été décrites, celles-ci 
adoptant finalement rarement une structure concentrique.  
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Figure 7 : Dynamique des microregroupements de TCR au cours de la formation de la synapse 
immunologique. 
Lors du contact des lymphocytes T avec une cellule présentatrice de l’antigène mimée ici par le contact avec une 
bicouche lipidique contenant des peptides chargés sur des molécules du CMH, d’ICAM-I et de CD80, les 
lymphocytes T vont tout d’abord s’étaler sur la bicouche lipidique (Etalement), puis se contracter (Contraction) 
pour enfin former une synapse immunologique mature (SI mature). Les microregroupements (microclusters) de 
TCR auxquels s’associent les molécules de signalisation : Zap-70, SLP-76, PKCθ et de costimulation CD28 sont 
représentées. Les microregroupements sont formés dès l’initiation du contact, puis ils s’accumulent et fusionnent 
entre eux au niveau de la région centrale via un mouvement centripète. Après 10 min d’interaction, le c-SMAC 
est formé. En périphérie, de nouveaux microregroupements se forment continuellement et sont recrutés au c-
SMAC. D’après (Yokosuka and Saito, 2009). 
► La synapse immunologique multi-centrique :
Lors de l’interaction spécifique entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de 
l’antigène, il peut y avoir une interruption dans le processus de la formation d’une synapse 
immunologique concentrique qui va conduire à la génération d’une synapse immunologique 
dite multi-centrique. Cette synapse se caractérise par la formation de plusieurs agrégats 
composés de molécules du cSMAC et du pSMAC (Brossard et al., 2005). Une colocalisation 
entre les molécules CD3 et LFA-1 ainsi qu’entre la PKC et de la taline sous forme de patchs 
a été observée par microcopie à fluorescence lors du contact entre un lymphocyte T et une 
cellule présentatrice de l’antigène. Les agrégats formés sont très dynamiques : ils peuvent 
fusionner ou se fractionner au cours de l’interaction cellulaire. Finalement, cette étude montre 
qu’il apparaît inapproprié de considérer, comme dans le passé, la synapse immunologique 
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concentrique comme mature et la synapse immunologique multi-centrique comme immature. 
En effet, en termes d’activation lymphocytaire et de fonctions effectrices, la synapse 
immunologique multi-centrique s’avère productive (Brossard et al., 2005). De plus, il 
semblerait que la génération d’une synapse immunologique multi-centrique soit plus 
fréquente que la génération d’une synapse concentrique ; cette dernière nécessitant de très 
fortes concentrations en antigène (Brossard et al., 2005). Il a aussi été démontré que la 
formation d’une synapse immunologique multi-centrique est dictée par la présence sur les 
cellules dendritiques de multiples petites protrusions d’actine au niveau desquelles les 
molécules de CMH ainsi que les molécules de costimulation se concentrent (Fisher et al., 
2008). L’activation des lymphocytes T est favorisée par l’agrégation des molécules 
impliquées dans la présentation de l’antigène à la surface des cellules présentatrices de 
l’antigène (Giannoni et al., 2005).  
► La synapse immunologique non ségrégée :
Dans le cas de la formation d’une synapse immunologique non ségrégée, le TCR et les 
molécules de signalisation se polarisent à l’aire de contact cellulaire, mais le processus est 
stoppé avant même que les molécules s’agrègent entre elles. Ce type de synapse a été décrit 
dans la littérature dans 4 situations d’interactions différentes. Elle a tout d’abord été observée
dans le cas d’une interaction, non spécifique de l’antigène, entre un lymphocyte T et une 
cellule présentatrice de l’antigène (Revy et al., 2001). La synapse immunologique non 
ségrégée a aussi été observée durant la phase initiale de contact avec une cellule présentatrice 
de l’antigène présentant de fortes concentrations en antigène et précédant l’agrégation 
moléculaire (Lee et al., 2002). Il a également été démontré que les lymphocytes T CD8+ naïfs 
mais pas les CD8+ effecteurs pouvaient former des synapses immunologiques non ségrégées
conduisant néanmoins à leur activation (O'Keefe et al., 2004). Enfin, il a été montré que 
l’agrégation moléculaire, n’est pas non plus requise pour certaines fonctions effectrices des 
lymphocytes T CD4+ effecteurs, telle que la sécrétion cytokinique, dans le cas d’une
interaction avec des cellules dendritiques (Blanchard et al., 2004).  
► La synapse immunologique sécrétrice :
La synapse immunologique sécrétrice correspond à une variante de la synapse 
immunologique concentrique. Elle est formée entre les lymphocytes T CD4+ ou CD8+
effecteurs et les cellules présentatrices de l’antigène. Elle partage l’organisation moléculaire 
en SMAC de la synapse immunologique concentrique et a la particularité de sécréter des 
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cytokines de manière polarisée au niveau de l’aire synaptique. Le cSMAC de la synapse 
immunologique sécrétrice est partagé en 2 zones juxtaposées : la zone classique 
d’enrichissement du TCR et une zone sécrétoire qui colocalise avec la machinerie sécrétoire 
du lymphocyte T. Ainsi, les granules des lymphocytes T contenant des molécules solubles 
telles que des cytokines ou des granzymes, mais également des protéines associées aux 
membranes comme FasL ou CTLA-4, pourront être sécrétées de manière polarisée à la 
synapse. La synapse immunologique sécrétrice formée entre un lymphocyte T CD8+ effecteur 
(CTL) et sa cible a reçu beaucoup plus d’investigations que celle formée entre un lymphocyte 
T CD4+ et une cellule présentatrice de l’antigène. Chez les CTL, les granules libérées sont 
connues sous le nom de granules lytiques et de lysosomes sécrétoires et ont pour fonction de 
tuer la cellule cible avec laquelle elles interagissent (Bossi and Griffiths, 2005; Stinchcombe 
and Griffiths, 2003). Pour les lymphocytes CD4+, il a été montré qu’en réponse à 
l’engagement du TCR, des cytokines telles que l’IL-2, l’IFN- ou le TNF mais également des 
chimiokines s’accumulent à la synapse immunologique dans un compartiment situé à 
proximité de l’appareil de Golgi et du MTOC (Kupfer et al., 1991; Morales-Tirado et al., 
2004). Il apparaît également qu’il existe des voies de sécrétions distinctes pour les cytokines 
et pour les chimiokines, impliquant différents régulateurs du cytosquelette d’actine, ce qui 
permettrait une régulation plus fine de la sécrétion par les lymphocytes T CD4+ (Huse et al., 
2006; Morales-Tirado et al., 2004). En effet, alors que l’IL-2 et l’IFN- sont sécrétés de 
manière polarisée à la synapse immunologique, le TNF et les chimiokines sont sécrétés de 
manière diffuse. De plus, les lymphocytes T CD4+ sont capables de sécréter des vésicules 
exprimant la molécule inhibitrice CTLA-4 suite à leur activation antigénique (Iida et al., 
2000). Celle-ci entre ainsi en compétition avec la molécule de costimulation CD28 pour 
l’interaction avec CD80/86 exprimé à la surface de la cellule présentatrice de l’antigène et 
permet l’arrêt de l’activation lymphocytaire (Krummel and Allison, 1995; Poo et al., 1988). 
Comme pour l’expression de CTLA-4, l’expression de FasL est augmentée à la surface des 
lymphocytes T CD4+ par sécrétion de vésicules à la synapse immunologique suite à 
l’activation lymphocytaire (Bossi and Griffiths, 2005). Une faible proportion de lymphocytes 
T CD4+ peut acquérir des fonctions cytotoxiques et a été qualifiée de CD4+ CTL (Appay et 
al., 2002). Ces cellules se développent sous des conditions particulières et leur relevance in
vivo reste à démontrer.  
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► La synapse immunologique dynamique ou kinapse :
Jusque dans les années 2000, on pensait que l’interaction entre un lymphocyte T et une cellule 
présentatrice de l’antigène devait être stable afin de permettre l’intégration des signaux 
conduisant à l’activation lymphocytaire. Ce dogme est tombé lorsqu’il a été montré que les 
lymphocytes T pouvent former des synapses immunologiques à la fois dynamiques et 
productives (Friedl and Brocker, 2002). En 2008, M.Dustin a proposé le nom de kinapse pour 
décrire l’interaction dynamique entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de 
l’antigène (Dustin, 2008). Le choix du nom kinapse repose sur la définition du suffixe -apse 
(rejoindre un endroit) et du préfixe kin- (mouvement), ce dernier s’opposant au suffixe syn- 
(similaire ; c'est-à-dire rejoindre un même endroit) retrouvé dans le mot synapse.   
La formation de kinapses supporte la dynamique de la rencontre entre un lymphocyte T et une 
cellule présentatrice de l’antigène, au niveau des organes lymphoïdes secondaires, ainsi que le 
modèle de la rencontre en série décrit dans le sous-chapitre précédent (Mempel et al., 2004). 
Du fait de la mobilité du lymphocyte T à la surface de la cellule présentatrice de l’antigène, 
celui-ci conserve une morphologie allongée acquise pour sa migration. En parallèle, le 
lymphocyte T va se polariser vers la cellule dendritique (Storim et al., 2010). La zone de 
contact comprend 3 zones distinctes qui sont comparables à l’organisation en SMAC de la 
synapse immunologique concentrique (Figure 8) :  
- le front de migration : Cette zone riche en actine va permettre la mobilité du lymphocyte T. 
Elle est comparée au dSMAC de par sa concentration élevée en actine mais aussi parce 
qu’elle est le lieu de la formation des microregroupements de TCR et de LFA-1.   
- la zone centrale : Cette zone soutient l’engagement du TCR avec les complexes CMH-
peptide ainsi que leur translocation vers l’uropode et est comparée au pSMAC. 
- l’uropode : C’est dans cette zone que les microregroupements de TCR et de LFA-1 vont 
s’accumuler et être internalisés. Il s’agit de la zone de terminaison de la signalisation, qui est 
par conséquent comparable au cSMAC. 
Ainsi, les microregroupements de TCR et de LFA-1 ainsi que des molécules qui leur sont 
associées vont se former au niveau du front de migration du lymphocyte T puis être 
transportés via le flux rétrograde d’actine jusqu’à l’uropode de la cellule, lieu où les 
interactions seront finalement inactivées (Storim et al., 2010). Contrairement aux synapses qui 
ont une organisation moléculaire symétrique, les kinapses sont asymétriques. La PKCθ va 
permettre la conversion des synapses en kinapses, alors que la protéine du syndrome de 
Wiskott-Aldrich (WASP) est impliquée dans la conversion des kinapses en synapses (Sims et 
al., 2007).  
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Figure 8 : La kinapse : redistribution des microregroupements de TCR. 
Schéma représentant une kinapse immunologique formée entre un lymphocyte T en migration et une cellule 
présentatrice de l’antigène. Les microregroupements de TCR se forment au niveau du front de migration du 
lymphocyte T, s’engagent avec les complexes CMH-peptide au niveau de la zone centrale et sont internalisés au 
niveau de l’uropode. Adaptée de (Friedl and Brocker, 2002) 
b) Signalisation lymphocytaire 
Jusqu’il y a 10 ans, on pensait que la formation de la synapse immunologique organisée en 
SMAC permettait l’initiation de la signalisation lymphocytaire. On sait désormais que cette 
dernière a lieu avant la formation des SMAC, dès que les molécules de TCR s’engagent avec 
les complexes CMH-peptide en périphérie (Lee et al., 2002). L’engagement de 11 à 17 
molécules de TCR est nécessaire pour induire une signalisation (Varma et al., 2006). 
Suite à l’engagement du TCR, plusieurs voies de signalisation vont être déclenchées :
- la voie calcique 
- la voie de la protéine kinase C  (PKC) 
- la voie des MAPKinases 
- la voie Vav-1/Jun 
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Toutes ces voies auront pour finalité d’activer plusieurs facteurs de transcription qui 
moduleront l’expression de gènes impliqués dans l’activation et dans les fonctions effectrices 
des lymphocytes T telles que la prolifération, la production de cytokines, la différentiation 
cellulaire.  
c) Terminaison de l’interaction cellulaire
Cette phase correspond à la dissolution de la synapse immunologique et au retour du 
lymphocyte T à un phénotype exclusivement migratoire. Cette étape n’est à ce jour que très 
peu documentée. En effet, il n’a pas été déterminé si la terminaison de la synapse 
immunologique était une conséquence ou un pré-requis pour le détachement du lymphocyte T 
(Friedl et al., 2005). Plusieurs mécanismes semblent être impliqués dans le détachement du 
lymphocyte T : l’internalisation et la dégradation des TCR ainsi que des molécules d’adhésion
LFA-1, l’augmentation de l’expression à la synapse immunologique des molécules 
inhibitrices de l’activation de lymphocytes T, telles que CTLA-4 (Iida et al., 2000; Lee et al., 
2003; Mazerolles et al., 1996). D’autres facteurs qui vont influencer la stabilité de la synapse 
immunologique sont les chimiokines. En effet, il a été montré que certaines chimiokines 
(CCL21, CCL19, CXCL10) sont capables de distraire les lymphocytes T de la cellule 
présentatrice de l’antigène, en favorisant un retour du lymphocyte T à la migration (Bromley 
et al., 2000).  
5. Phase effectrice des lymphocytes T CD4+
La vie active des lymphocytes T
Une fois activés, les lymphocytes T CD4+ deviennent effecteurs. Au moment de leur 
activation, les cellules présentatrices de l’antigène leur ont dicté leur destinée. Certains 
lymphocytes T CD4+ vont exercer leurs fonctions dans les ganglions où ils vont apporter leur 
aide aux lymphocytes T CD8 tueurs ou aux lymphocytes B producteurs d’anticorps. D’autres 
sortiront des ganglions et seront recrutés sur les sites de l’infection pour y exercer leurs
fonctions effectrices. 
a) Devenir des lymphocytes T CD4+ dicté par les cellules présentatrices de 
l’antigène
La rencontre entre les lymphocytes T CD4+ et les cellules présentatrices de l’antigène 
va dicter aux lymphocytes T CD4+ leur devenir. Dans le cas où les lymphocytes T n’auraient 
pas trouvé d’antigène pour lequel ils sont spécifiques, dans les heures ou les jours qui suivent 
leur entrée dans un organe lymphoïde secondaire, ils retournent dans la circulation sanguine 
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via la circulation efférente (Gowans and Knight, 1964). Une fois qu’ils ont rejoint la 
circulation sanguine, les lymphocytes T naïfs vont y rester en moyenne moins d’une demi-
heure avant de rejoindre un nouvel organe lymphoïde secondaire, toujours à la recherche d’un 
antigène spécifique (Pabst, 1988). 
Dans le cas où les lymphocytes T ont reconnu dans les organes lymphoïdes secondaires 
l’antigène pour lequel ils sont spécifiques, la rencontre avec les cellules présentatrices de 
l’antigène a conduit à leur activation. Ces lymphocytes T sont alors effecteurs. Le devenir des 
lymphocytes T effecteurs est aussi orienté par cette rencontre. En effet, il a été montré qu’au 
moment de l’interaction cellulaire, les cellules dendritiques vont induire et contrôler la nature 
de l’expression de molécules d’adhésion et de récepteurs aux chimiokines à la surface des 
lymphocytes T effecteurs ainsi que la nature des chimiokines qu’ils vont sécréter (Agace, 
2006; Sigmundsdottir and Butcher, 2008). Sur la base de l’expression différencielle de ces 
molécules, différents lignages de différenciation des lymphocytes T CD4+ effecteurs ont été 
définis. Chaque lignage a des propriétés de localisation différentes dans l’organisme et par 
conséquent des propriétés effectrices distinctes.  
b) Les lymphocytes T CD4+ effecteurs dans les organes lymphoïdes secondaires 
Des études de microscopie biphotonique ont montré qu’au moment du contact 
productif entre cellules dendritiques et lymphocytes T CD4+, les chimiokines CCL3 et CCL4 
sont produites par les deux partenaires (Castellino et al., 2006). Ces chimiokines induisent le 
recrutement de lymphocytes T CD8+ naïfs qui expriment CCR5, le récepteur de ces 
chimiokines. Ainsi, des trios cellulaires se forment et conduisent à l’activation antigène 
spécifique des lymphocytes T CD8+ avec l’aide des lymphocytes T CD4+ effecteurs, aussi 
nommé Th1 (T helper cells 1).  
Un second exemple de l’activité effectrice des lymphocytes T CD4+ dans les organes 
lymphoïdes secondaires a été décrit plus récemment. L’expression de CXCR5, récepteur à la 
chimiokine CXCL13 par une sous population de lymphocytes T CD4+ effecteurs conduit à 
leur recrutement au niveau des zones B des organes lymphoïdes secondaires (Breitfeld et al., 
2000). En effet, la chimiokine CXCL13 est exprimée par les FDC qui constituent le réseau de 
fibres des zones B. Les lymphocytes T effecteurs CXCR5+, nommés Tfh (follicular T helper 
cells), apportent une aide aux lymphocytes B supportant leur activation, leur expansion, leur 
différenciation et la formation des centres germinatifs.  
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c) Les lymphocytes T CD4+ effecteurs hors des organes lymphoïdes secondaires 
Certains sous-types de lymphocytes T effecteurs vont quant à eux quitter les organes 
lymphoïdes secondaires. Ces lymphocytes T vont perdre l’expression de CCR7 et de CD62L 
au profil de récepteurs spécifiques des organes non-lymphoïdes (Agace, 2006). Des études 
génétiques et pharmacologiques ont montré que le récepteur 1 à la Sphingosine 1-Phosphate 
(S1P1 ; Sphingosine 1-Phosphate receptor 1) est impliqué dans la sortie des lymphocytes T 
des organes lymphoïdes secondaires (Mandala et al., 2002; Matloubian et al., 2004). De 
manière anecdotique, il a été observé chez le cochon que les lymphocytes T pouvaient 
également quitter les organes lymphoïdes secondaires en empruntant la voie d’entrée de 
l’organe, c'est-à-dire en traversant les HEV (Pabst, 1988). Chez le rat, il a également été 
observé qu’un faible pourcentage (8 %) de lymphocytes T traversent les HEV en direction de 
la lumière de l’endothélium plutôt que vers le parenchyme des organes lymphoïdes 
secondaires (Anderson and Anderson, 1976). L’existence et la fonction d’une migration 
« inversée » reste à élucider chez l’Homme.  
Pour exemple, les lymphocytes T CD4+ qui vont exprimer CCR9 auront un tropisme pour 
l’intestin, alors que ceux qui exprimeront CCR4 et CCR10 se localiseront dans la peau (Reiss 
et al., 2001). L’entrée des lymphocytes T effecteurs depuis la circulation sanguine vers les 
organes lymphoïdes tertiaires implique les 3 étapes précédemment décrites (Figure 2) pour 
l’entrée des lymphocytes T naïfs dans les organes lymphoïdes secondaires (Ley et al., 2007). 
La différence majeure réside dans la nature des molécules d’adhésion et des chimiokines 
impliquées. Très récemment, il a aussi été montré que certains sous-types de lymphocytes T 
effecteurs sont capables de traverser les HEV en absence de chimiokines présentées à la 
surface des HEC ou d’une source de chimiokines extra-endothéliale (Shulman et al., 2012).
En revanche, il a été démontré que leur transmigration est guidée par des chimiokines 
stockées dans des vésicules à l’intérieur des cellules endothéliales. Ces vésicules sont ancrées 
aux fibres d’actine et relarguées au niveau des zones de contact étroit formées entre les 
lymphocytes T et les cellules endothéliales. Les lymphocytes T effecteurs émettent des 
extensions membranaires riches en actine, de type filopodes, préférentiellement à proximité 
des vésicules enrichies en chimiokines.  
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II. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich : un régulateur
clef du cytosquelette d’actine des lymphocytes T 
La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich modèle le squelette des 
lymphocytes T
Nous avons vu dans le chapitre précédent que pour bien défendre notre organisme, les 
lymphocytes T CD4+ sont en perpétuel mouvement dans le but de rejoindre différents sites de 
l’organisme et d’y établir des interactions avec d’autres cellules. Alors que les lymphocytes T 
s’allongent pour se déplacer, ils s’arrondissent pour interagir avec leurs partenaires. La 
forme des cellules est définie par leur squelette : le cytosquelette d’actine. Ce dernier est très 
malléable et est modelé principalement par la protéine du syndrome de Wiskott-Adrich
(WASP). L’absence de la protéine dans nos cellules (à cause de mutations génétiques) 
conduit au Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). Il s’agit d’une maladie héréditaire sévère 
caractérisée par l’incapacité des cellules du système immunitaire à défendre l’organisme 
contre tous les types de pathogènes.
Dans le premier chapitre nous avons souligné que les lymphocytes T doivent être de 
très bons migrateurs pour protéger notre organisme. Nous avons également décrit que ces 
cellules ont la capacité d’infiltrer une grande diversité de tissus et de former des contacts 
variés et dynamiques avec d’autres cellules de l’immunité ou avec les cellules stromales. 
Dans ce second chapitre, nous verrons que la formation de protrusions membranaires riches 
en actine permet aux lymphocytes T d’atteindre des vitesses de migration exceptionnelles par 
rapport aux autres cellules, d’infiltrer des tissus de densités différentes et d’établir des 
contacts cellulaires dynamiques. Nous comprendrons également l’importance du dynamisme 
du cytosquelette d’actine et de sa réoganisation continue dans la physiologie des lymphocytes 
T. Un régulateur majeur du cytosquelette d’actine des lymphocytes T est la protéine du 
syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) dont la fonction cruciale sera soulignée par la 
description du tableau clinique sévère des patients atteints du Syndrome de Wiskott-Aldrich 
(WAS) chez lesquels WASP est déficiente.  
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1. Le cytosquelette d’actine   
Un squelette malléable
Le cytosquelette d’actine est très malléable car il est construit par l’assemblage de plusieurs 
monomères d’actine formant un réseau de longs filaments d’actine. Les filaments d’actine 
sont sans cesse défaits d’un côté de la cellule pour être recyclé d’un autre côté. Ceci permet à 
la cellule de s’allonger pour se déplacer ou de s’arrondir pour intéragir stablement avec un 
partenaire cellulaire. Finalement, sans une restructuration constante du réseau d’actine, les 
lymphocytes T seraient incapables de se déplacer et de rencontrer les partenaires cellulaires 
nécessaires à la défense de notre organisme. 
a) Polymérisation et dépolymérisation des filaments d’actine
Le cytosquelette d’actine est extrêmement flexible, il est continuellement réorganisé 
dans la cellule. Cette réorganisation est nécessaire pour la réalisation de l’ensemble des étapes 
de vie du lymphocyte T décrites dans le chapitre précédent (pour revue (Samstag et al., 
2003)). Des filaments d’actine (ou actine-F) sont générés à partir de monomères d’actine (ou
actine-G) à un site de la cellule (on parle alors de polymérisation de l’actine), pendant que ces 
filaments sont défaits à un autre site (on parle ici de dépolymérisation de l’actine) (Figure 9 
A-B). Un stock de monomères d’actine est maintenu dans la cellule par liaison avec des 
molécules de séquestration telles que la thymosin-β4, la profiline ou encore la cofiline (Figure 
9C). La génération de nouveaux filaments d’actine à partir de filaments existants est initiée 
par le complexe Arp2/3, lui-même activé par la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich 
(WASP) (Figure 9E). Le complexe Arp2/3 branche de nouveaux filaments d’actine avec un 
angle de 70° sur des filaments pré-existants. D’autre part, les filaments d’actine existants 
peuvent être allongés, en principe à chaque extrémité, mais il a été observé que l’élongation 
était plus rapide à l’extrémité (+) ou « barbue » (barbed ends) qu’à l’extrémité (–) ou 
« pointue » (pointed ends) du filament d’actine (Figure 9B). Cette différence de cinétique 
permet à un filament d’actine de s’allonger à l’extrémité (+) et de se raccourcir à l’extrémité 
(-). Cette élongation peut être réalisée par les formines (Figure 9D). De nouvelles extrémités 
de filaments peuvent aussi être créées par clivage des filaments existants (Figure 9F). Le 
clivage implique la cofiline et la gelsoline. Les filaments d’actine sont protégés de la 
dépolymérisation par des protéines de coiffes (capping). La cofiline n’est pas seulement 
impliquée dans la polymérisation de l’actine mais également dans sa dépolymérisation. Ce 
serait sa localisation et les partenaires avec qui elle interagirait qui déterminerait si elle 
favorise la polymérisation ou la dépolymérisation de l’actine. 
Finalement, la myosine s’associe aux filaments d’actine générés et glisse le long de ces 
filaments depuis l’extrémité (–) vers l’extrémité (+) (Figure 9G).   
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Figure 9 : Structure et régulation des filaments d'actine. 
(A) Structure tridimensionnelle d’un monomère d’actine (B) Nucléation et élongation d’un filament d’actine à 
son extrémité barbue (B) et son extrémité pointue (P). (C) Les ligands des monomères d’actine : la thymosin-β4, 
la profiline et la cofiline sont impliqués dans la maintenance d’un stock de monomères d’actine (D) Nucléation 
et élongation des filaments d’actine par les formines à l’extrémité barbue du filament. (E) Nucléation et 
branchement d’un nouveau filament d’actine à un filament existant via WASP et le complexe Arp2/3  (F) Les 
protéines de coiffes (capping) bloquent les réactions à l’extrémité barbue du filament, la cofiline et la gelsoline
sont impliquées dans le clivage des filaments, des protéines assemblent les filaments d’actine en un réseau. (G)
La myosine s’associe aux filaments d’actine et glisse le long des filaments. D’après (Pollard and Cooper, 2009) 
b) Molécules et modèles pour l’étude du cytosquelette d’actine
L’implication du cytosquelette d’actine dans les fonctions cellulaires a tout d’abord été 
mise en évidence par l’utilisation de 2 drogues bloquant la polymérisation du cytosquelette 
d’actine. La cytochalasine D est une toxine fongique qui inhibe la polymérisation de l’actine 
en se liant aux extrémités (+) des filaments d’actine. La latrunculine A est une toxine 
spongique qui en se liant à l’actine-G inhibe également la polymérisation de l’actine. Puis 
d’autres outils ont été développés pour permettre sa visualisation. La phalloïdine est une 
toxine extraite de l’amanite phalloïde qui a pour particularité de se lier à l’actine-F et d’ainsi 
stabiliser le réseau. Couplée à une protéine fluorescente, la phalloïdine permet de visualiser 
les filaments d’actine. Puisque le cytosquelette d’actine est continuellement remanié dans les 
cellules, il est apparu important de l’observer en temps réel. Dans ce but, les cellules d’intérêt
ont été transfectées avec des plamides codant pour de l’actine couplé à une protéine 
fluorescente. Les limites à cette technique sont la toxicité de l’actine exogène et la possibilité 
de ne travailler qu’avec des cellules transfectables. Récemment, la synthèse d’un peptide :  la 
lifeAct a permis de visualiser la réorganisation du cytosquelette d’actine en temps réel dans 
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des cellules difficilement transfectables (Riedl et al., 2008). La lifeAct est un peptide de 17 
acides aminés, capable de se lier à l’actine. Ce peptide a été extrait de la protéine Abp140, un 
ligand de l’actine chez la levure. Couplé à une protéine fluorescente, ce peptide marque les 
filaments d’actine des cellules des mammifères sans interférer avec la dynamique du 
cytosquelette. Finalement, la déficience en molécule régulatrice du cytosquelette d’actine 
représente également un modèle de choix pour déterminer le rôle du cytosquelette d’actine 
dans les fonctions cellulaires. Chez l’Homme, la déficience naturelle la plus étudiée est celle 
de la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP). Elle est le modèle choisi pour mon 
travail de thèse. Les déficiences naturelles en VAV1, coronine et DOCK8 chez l’Homme
constituent également de bons modèles d’étude du cytosquelette d’actine. Ces déficiences ont 
été découvertes plus récemment et sont par conséquent moins connues (Paccani et al., 2005; 
Shiow et al., 2009; Shiow et al., 2008; Su et al., 2011).  
c) Implication du cytosquelette d’actine dans les fonctions des lymphocytes T
L’ensemble des outils décrits précédemment ont permis de montrer que le
cytosquelette d’actine joue un rôle important dans de nombreuses fonctions du lymphocyte T.
Il est notamment impliqué dans le trafic membranaire, la division cellulaire, la survie ou 
encore dans la formation de protrusions membranaires (Firat-Karalar and Welch, 2011).
Parmi les événements auxquels le cytosquelette d’actine participe dans le trafic membranaire, 
on peut citer l’internalisation clathrine dépendente, l’endocytose ou encore le transport 
vésiculaire du réticulum endoplasmique (RE) au golgi. Le cytosquelette d’actine est aussi 
impliqué dans la polarisation de la machinerie sécrétoire des lymphocytes T et par conséquent 
dans la sécrétion polarisée des cytokines et des granules lytiques (Kupfer et al., 1987). Le 
cytosquelette d’actine est aussi impliqué dans la formation de différentes protrusions 
membranaires (lamellipodes, podosomes,…) nécessaires à la migration, l’adhésion et aux 
interactions cellulaires (Le Clainche and Carlier, 2008). Le rôle du cytosquelette d’actine sera 
détaillé ci-après, dans la polarisation des lymphocytes T ainsi que dans leur migration, leur 
rencontre avec les cellules présentatrices de l’antigène et lors de la formation de la synapse 
immunologique.  
d) Organisation du cytosquelette d’actine lors de la migration amiboïde  
Les lymphocytes T utilisent le mode de migration amiboïde pour se déplacer 
rapidement dans les tissus. Ce type de migration cyclique est basé sur une succession de 3 
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étapes : 1) extension membranaire, 2) traction du corps cellulaire, 3) rétraction de l’arrière de 
la cellule. Les lymphocytes T en migration adoptent une morphologie polarisée caractérisée 
par la formation de 3 zones aux propriétés distinctes. Ils forment un front de migration riche 
en actine (ou leading edge) qui va leur permettre de percevoir l’environnement, une région 
centrale contenant le noyau  qui va leur donner la force de migration et un uropode adhérant 
au substrat (Ponti et al., 2004; Smith et al., 2005). Comme décrit précédemment, la migration 
amiboïde ne requiert pas nécessairement l’adhésion des cellules à leurs substrats. En effet, 
lorsque la densité de l’environnement peut fournir aux cellules le contact suffisant à la 
génération de forces de traction, les intégrines sont alors dispensables à la migration cellulaire 
(Friedl et al., 1998a; Lammermann and Sixt, 2009; Renkawitz and Sixt, 2010; Woolf et al., 
2007). Ce concept a été schématisé par Pinner et Sahai et est présenté en figure 10 (Pinner 
and Sahai, 2009). Les auteurs comparent des cellules en migration dans différents 
environnements à un Homme qui escaladerait des surfaces d’adhérences différentes. Tout
comme la migration cellulaire, l’escalade de l’Homme est permise par la présence de points 
d’ancrage au support (intégrines vs barreaux de l’échelle) ou par un environnement confiné 
(fibres de l’environnement vs 2 murs rapprochés).
Figure 10 : En absence d’adhésion, 
l’environnement peut offrir les forces 
nécessaires à la mobilité. 
(a) Une forte adhésion au substrat permet aux 
cellules de migrer en 2-dimensions, et à un 
Homme de monter à une échelle. 
(b) En absence d’adhésion au substrat, les cellules 
ne peuvent pas migrer en 2-dimenseions et un 
Homme ne peut pas escalader une surface lisse.  
(c) Un environnement confiné offre aux cellules et
à un Homme la force de friction nécessaire à leurs 
déplacements sur des surfaces non adhésives. 
Adapté de (Pinner and Sahai, 2009). 
Ainsi, les intégrines sont nécessaires à la migration cellulaire en 2-dimensions alors qu’elles 
sont dispensables à la migration cellulaire en 3-dimensions. En 2-dimensions, il a aussi été 
montré que les lymphocytes T sont capables d’adopter 2 modes de migrations amiboïdes 
distincts (Jacobelli et al., 2009). Le mode « walking » ou « marche » permet aux lymphocytes 
T de migrer très rapidement sur des surfaces peu adhésives et implique de multiples contacts 
de courte durée avec la surface. Ce mode de migration est dépendant de la force de 
contractilité générée par la Myosine-IIA. En revanche, le mode de migration « sliding » ou 
« glisse » est utilisé par les lymphocytes T pour migrer sur des surfaces fortement adhésives et 
Introduction : La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich : un régulateur clef du 
cytosquelette d’actine des lymphocytes T
67
implique un contact continu avec la surface. Ce mode de migration est plus lent que le 
précédent et est principalement conduit par polymérisation de l’actine. Par la suite, le même 
groupe a montré qu’en 3-dimensions, les lymphocytes adoptent le mode de migration 
« marche », dépendant de la  myosine-IIA, ce qui leur permettraient d’atteindre des vitesses 
de migration importantes et de passer rapidement d’une surface d’adhésion à une autre 
(Jacobelli et al., 2010). Le mode de migration « glisse » correspond plutôt à une migration en 
2-dimensions, le long des vaisseaux sanguins par exemple.  
► Polarisation cellulaire pour la migration :  
La migration amiboïde implique une polarisation cellulaire qui peut être induite par les 
chimiokines et/ou par ICAM-1 (Dustin et al., 1997; Morin et al., 2008). La polarisation de la 
cellule en migration correspond à un changement dans la distribution des filaments d’actine
qui passe d’une symétrie radiale dans la cellule non polarisée à une symétrie linéaire dans la 
cellule polarisée. De plus, l’implication du cytosquelette d’actine dans la polarisation 
cellulaire a été mise en évidence par l’utilisation des drogues bloquant la polymérisation de 
l’actine (Lee et al., 2004; Verschueren et al., 1995). Il a été montré que les protéines de 
polarité Scribble et Par sont impliquées dans la polarisation des lymphocytes T, puisqu’en 
leur absence les lymphocytes T ne se polarisent pas et sont incapables de migrer (Gerard et 
al., 2007; Ludford-Menting et al., 2005). Enfin, les rafts lipidiques ont aussi été impliqués 
dans la polarisation de la cellule en migration (Gomez-Mouton et al., 2001; Millan et al., 
2002). Alors que les rafts lipidiques enrichis en gangliosides GM3 se localisent au front 
cellulaire, ceux enrichis en gangliosides GM1 sont enrichis à l’uropode. Leur intégrité est non 
seulement nécessaire à la polarisation cellulaire mais également à la distribution polarisée 
d’autres protéines. Les rafts lipidiques sont connectés au cytosquelette d’actine puisque la 
dépolymérisation de ce dernier par la latruncunline B abolit leur polarisation (Gomez-Mouton 
et al., 2001).   
► Extensions membranaires au front de migration : le lamellipode : 
Au front de migration d’une cellule polarisée pour la migration se forme un lamellipode. Il a 
une épaisseur d’environ 0,1 à 0,2 μm et contient des filaments d’actine courts et branchés 
(Abraham et al., 1999; Welch and Mullins, 2002). La dynamique du cytosquelette d’actine 
dans cette région a pu être observée par microscopie à fluorescence en utilisant des 
monomères d’actine marqués (Theriot and Mitchison, 1991). Cette étude a souligné que de 
nouveaux filaments d’actine sont générés à proximité de la membrane plasmique, alors qu’à 
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l’arrière du lamellipode les filaments d’actine formés précédemment sont dégradés. Les 
monomères d’actine relargués à l’arrière seront incorporés à l’avant du lamellipode. Ainsi, le 
flux rétrograde de l’actine au niveau du lamellipode génère une force de traction qui permet à 
la cellule de se déplacer vers l’avant mais aussi de passer à travers les mailles formées
naturellement par la matrice extracellulaire. Néanmoins, il est pensé que la force de traction 
générée à la membrane n’est pas induite par l’élongation des filaments d’actine mais par 
l’énergie thermique libérée au niveau des nouveaux filaments convertie en énergie élastique 
(Pollard and Borisy, 2003). Outre les filaments d’actine, les récepteurs aux chimiokines 
(CCR2, CCR5 et CXCR4) sont polarisés au front de migration où ils permettent la migration 
directionnelle des lymphocytes T (Gomez-Mouton et al., 2001; Nieto et al., 1997). La 
molécule d’adhésion LFA-1 est aussi recrutée au front de migration et apparait sous sa 
conformation d’affinité intermédiaire (Stanley et al., 2008). Son activation initie la formation 
du lamellipode des lymphocytes T au contact de ICAM-1 (Porter et al., 2002). En concert 
avec la taline, la vinculine, les FAK (Focal Adhesion Kinases) et l’α-actinine ; LFA-1
connecte le cytosquelette d’actine au substrat et permet ainsi la formation de nouveaux points 
d’adhésion au substrat (Burbach et al., 2007; Gomez-Mouton et al., 2001; Volkov et al., 
1998). D’un point de vue signalétique, l’activation de LFA-1 au front de migration induit 
l’activité de la myosine à travers l’activation de MLCK (Smith et al., 2003). Le traitement par 
des inhibiteurs de MLCK, de lymphocytes T en migration sur une surface coatée en ICAM-1, 
conduit à la disparition des protrusions d’actine frontales, à la rétraction du corps cellulaire 
ainsi qu’à l’arrêt de migration. Ainsi, la signalisation LFA-1 au front cellulaire permet le lien 
entre adhésion, contraction et migration.  
► Contraction de la région centrale : 
Derrière le lamellipode, une force de contraction est nécessaire à la traction du corps 
cellulaire. Celle-ci est générée par la myosine qui, en s’associant aux filaments d’actine,
induit leur contraction en consommant de l’ATP. Ici aussi c’est la signalisation à travers LFA-
1 qui va induire l’activité de la myosine. Alors que la conformation d’affinité intermédiaire de 
LFA-1 est enrichie au front de migration, la conformation de forte affinité de LFA-1 s’agrège 
au niveau de la région centrale (Smith et al., 2005). L’engagement de la conformation de forte 
affinité de LFA-1 avec ICAM-1 au niveau de la région centrale est très stable. Il a été montré 
que la taline était impliquée dans la formation et dans la stabilisation de cette zone. En effet, 
l’inhibition de l’expression de la taline dans les lymphocytes T conduit à un défaut du 
recrutement de la conformation de forte affinité de LFA-1 dans la région centrale mais aussi à 
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un défaut de migration. Ainsi, ces résultats suggèrent que la taline lierait la molécule LFA-1 
au cytosquelette d’actine. La région centrale représenterait ainsi une plateforme adhésive 
supportant les cycles d’extension et de rétraction du lamellipode mais aussi les cycles 
d’attachement et de détachement de l’uropode.   
► Détachement de l’uropode
La fonction de l’uropode dans la migration cellulaire est encore assez mal connue. Il a été 
observé que l’uropode cyclait continuellement entre des phases d’accrochage au substrat, de 
rétraction puis de décrochage du substrat, ce qui favoriserait la migration cellulaire. Les 
molécules d’adhésion CD43, CD44, ICAM-1,-2 et -3 sont concentrées à l’uropode (Sanchez-
Madrid and del Pozo, 1999). Il semblerait que la localisation de ces molécules à l’uropode 
soit sous la dépendance du cytosquelette d’actine puisqu’elles s’associent à des molécules 
d’ancrage au cytosquelette d’actine, les ERM (Lee et al., 2004). La myosine est également 
exprimée à l’uropode où elle permet le désengagement de LFA-1 de son ligand et par 
conséquent le décrochage de l’uropode du substrat (Morin et al., 2008). L’activation de la 
myosine à l’uropode est sous la dépendence de RHOK, dont l’absence d’expression empêche 
la désadhésion de l’uropode au substrat (Smith et al., 2003). En accord avec cette observation, 
il a été montré qu’à l’uropode, la molécule LFA-1 n’est pas engagée avec son lignad ICAM-1
(Smith et al., 2005).  
e) Organisation du cytosquelette d’actine lors de la rencontre avec les cellules 
présentatrices de l’antigène
Le lymphocyte T en migration va entrer en contact avec la cellule présentatrice de 
l’antigène via son front de migration. Il a été montré de manière élégante, que le lamellipode 
est la zone la plus sensible pour la reconnaissance de l’antigène. En effet, il est 5 à 10 fois 
plus sensible que l’uropode (Negulescu et al., 1996). Il englobe la cellule présentatrice de 
l’antigène ce qui fait que la surface de contact entre les 2 cellules est très importante (Anton et 
al., 2002; Tskvitaria-Fuller et al., 2003). Le lamellipode est une structure très dynamique qui 
va permettre aux lymphocytes T de scanner la surface des cellules présentatrices de 
l’antigène, à la recherche des complexes CMH-peptide spécifiques. Cette dynamique est 
supportée par le flux rétrograde de l’actine et par des oscillations contractiles contrôlées par la 
myosine (Ilani et al., 2009). A l’arrière du lamellipode, la région centrale de la cellule est une 
zone riche en molécules d’adhésion. Au moment du contact, les premières molécules à entrer 
en interaction sont le couple LFA-1/ICAM-1. Cet engagement a lieu dans les cas 
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d’interactions non-spécifiques et spécifiques de l’antigène (Smith et al., 2003). La cellule peut 
alors arrêter sa migration pour former une synapse immunologique stable ou continuer de 
migrer et intégrer les signaux perçus sur son passage, comme décrit par le modèle de 
l’engagement en série (Valitutti et al., 1995b). Comme décrit dans le chapitre précédent, il 
semblerait que ce soit la qualité de l’interaction TCR-CMH-peptide (affinité, concentration) 
mais également l’environnement proximal des cellules en contact (chimiodistraction) qui soit 
impliqué dans la nature de la synapse immunologique formée (synapse vs kinapse) 
(Henrickson et al., 2008; Skokos et al., 2007). Très récemment, il a été montré que 
l’interaction des lymphocytes T avec des cellules endothéliales présentant l’antigène sur leurs 
molécules de CMH, est facilitée par l’émission par les lymphocytes T effecteurs/mémoires de 
protrusions riches en actine, de type invadosome/podosome (Sage et al., 2012). L’existence de 
telles protrusions reste à prouver au contact de cellules présentatrices de l’antigène 
conventionnelles. 
f) Organisation du cytosquelette d’actine lors de la formation de la synapse 
immunologique 
L’arrêt de migration du lymphocyte T au contact de la cellule présentatrice de 
l’antigène, s’accompagne par un changement de morphologie du lymphocyte T qui s’arrondi
alors. Ce changement de morphologie implique une rotation de 180° du flux rétrograde 
d’actine, favorisée par l’engagement de la molécule de costimulation CD28 avec CD80/86 
(Wulfing and Davis, 1998). La formation de la synapse immunologique ne peut avoir lieu 
sans cette réorganisation du cytosquelette d’actine. En effet, le traitement des lymphocytes T 
avec la cytochalasine D ou la latrunculine A empêche sa formation (Grakoui et al., 1999). 
Plus précisément, il a été démontré que la formation des microregroupements de TCR (décrite 
dans le chapitre précédent) en périphérie de la synapse immunologique ainsi que leur 
transport au cSMAC est dépendant du flux rétrograde de l’actine observé à la synapse (Campi 
et al., 2005; Ilani et al., 2009; Varma et al., 2006). En effet, le mouvement centripète des 
microregroupements de TCR est plus rapide que s’il était gouverné par un simple mécanisme 
de diffusion. Finalement, bien que le lymphocyte T arrête de migrer pour former une synapse 
immunologique avec une cellule présentatrice de l’antigène, il reste très dynamique alternant 
entre des phases d’extension et de rétraction (Dustin et al., 1997; Valitutti et al., 1995a). 
Introduction : La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich : un régulateur clef du 
cytosquelette d’actine des lymphocytes T
71
g) Les protéines régulatrices du cytosquelette d’actine 
Il existe 3 protéines majeures de nucléation du cytosquelette d’actine : le complexe 
Arp2/3 qui branche de nouveaux filaments d’actine sur des filaments existants (Figure 9E),
les formines qui allongent les filaments d’actine (Figure 9D) et les protéines de la famille de 
spires (spires, cordon-bleu, leimodine et JMY) qui allongent et clivent les filaments d’actine
(Faix and Grosse, 2006; Goley and Welch, 2006; Qualmann and Kessels, 2009; Zuchero et 
al., 2009). Dans les lymphocytes T, le complexe Arp2/3 joue un rôle central dans la 
nucléation de l’actine (Goley and Welch, 2006). L’activation du complexe Arp2/3 est réalisée 
par des protéines appartenant à deux familles : la famille de WASP, comprenant WASP et N-
WASP et la famille de WAVE, comprenant WAVE-1, 2 et 3. Alors que l’expression de 
WASP est restreinte aux cellules hématopoïétiques, N-WASP (Neural-WASP) est exprimée 
plus largement et doit son nom à son niveau d’expression élevé dans les neurones (Miki et al., 
1996). La famille de WAVE comprend 3 membres exprimés chez les mammifères : WAVE1, 
2 et 3. Alors que l’expression de WAVE-2 est ubiquitaire, WAVE-1 et 3 sont principalement 
enrichis au niveau cérébral. Chez l’Homme, les lymphocytes T expriment WASP, N-WASP 
et WAVE-2 (Nolz et al., 2006). Nous nous intéresserons plus précisément à la protéine 
WASP qui a fait l’objet de mes travaux de thèse et dont l’importance sera soulignée dans cette 
introduction par la description de la sévérité de la maladie causée par sa déficience. La 
structure de WASP, ses partenaires cellulaires et ses fonctions seront détaillés et comparés
aux membres de sa famille dans la sous-partie suivante. 
2. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) 
La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) est impliquée dans le remaniement du 
réseau d’actine qui constitue le squelette des lymphocytes T CD4+. Lorsqu’ils vont recevoir 
des signaux extérieurs leur indiquant de se déplacer ou d’interagir avec leurs partenaires 
cellulaires, WASP va être socillitée. Elle va restructurer le cytosquelette d’actine de manière 
à induire un changement de morphologie du lymphocyte T : celui-ci adoptera alors une forme 
allongée pour se déplacer et s’arrondira pour interagir de manière stable avec d’autres 
cellules. 
a) Structure et partenaires protéiques de WASP 
WASP est codée par le gène WAS localisé en Xp11.22-p11.23. Ce sont des mutations 
de WAS conduisant au syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) qui ont permis son identification 
en 1987 (Peacocke and Siminovitch, 1987). WAS a ensuite été isolé en 1994 par clonage 
positionnel (Derry et al., 1994). Les 12 exons de WAS codent pour WASP une protéine de 502 
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acides aminés présentant de grandes similarités de structures avec les autres membres de sa 
famille : N-WASP, WAVE 1-3 (Figure 11). La protéine WASP contient 5 domaines 
fonctionnels, lui conférant une multitude de partenaires (Figure 11 et 12). 
►Domaines VCA : 
La partie C-terminale de la protéine est composée d’un domaine d’homologie verproline (V) 
aussi appelé WH2 (WASP homology domain 2), d’un domaine central d’homologie cofiline
(C) et d’une région acidique (A). Le domaine V de la protéine lie un monomère d’actine
(actine globulaire) pendant que les domaines C et A interagissent avec le complexe Arp2/3 
(Actin-related protein 2/3) permettant ainsi la nucléation de nouveaux filaments d’actine
(Symons et al., 1996). Très récemment, il a été montré que l’activation du complexe Arp2/3 
nécessite l’engagement de 2 sites distincts du complexe Arp2/3 avec 2 domaines VCA 
délivrant chacun 1 monomère d’actine (Padrick et al., 2011). Ce modèle d’activation 
d’Arp2/3 est en accord avec la précédente observation de WASP sous forme dimérique 
(Padrick et al., 2008).  
►Domaine PRD : 
Le domaine riche en proline (Prolin Rich Domain ; PRD) de WASP contient des sites de 
liaison aux protéines contenant des domaines SH3, telles que Hck, Grb2, Nck1 et 2 (Cory et 
al., 2002; She et al., 1997; Tomasevic et al., 2007). L’interaction de ces kinases avec WASP 
conduit à l’activation de WASP de manière indépendante de Cdc42.  
Figure 11 : Structure des protéines de la famille de WASP et de WAVE.
Représentation schématique des domaines protéiques WH1 (WASP Homology domain 1), WHD (WAVE 
Homology Domain), B (Basic rich domain), GBD (GTPases Binding Domain), PRD (Prolin Rich 
Domain), V (Verprolin homology domain), C (Cofilin homology domain) et A (Acidic domain) des 
protéines de la famille de WASP et de WAVE. Adapté de(Padrick and Rosen, 2010).
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►Domaine GBD : 
Le domaine de liaison aux GTPase (GTPase binding domain ; GBD) est une séquence 
d’environ 85 résidus. Les 20 premiers résidus de cette séquence contiennent un motif de 
liaison pour les GTPases Cdc42 et Rac (Cdc42-Rac interactive binding ; CRIB) (Abdul-
Manan et al., 1999). L’interaction de Cdc42 lié au GTP avec WASP lève l’auto-inhibition de 
la protéine maintenue par liaison intramoléculaire entre ces domaines GBD et VCA (Kim et 
al., 2000). Cette levée d’inhibition permet le recrutement du complexe Arp2/3 aux domaines 
VCA. Rac-1 semble n’avoir d’effet que sur l’activation de N-WASP mais pas sur celle de 
WASP (Tomasevic et al., 2007). 
►Domaine B : 
Le domaine B de la protéine WASP est une séquence de résidus basiques. Contrairement au 
domaine B de N-WASP qui lie le phophatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) et induit
l’activation de la protéine ; WASP ne répond pas au PIP2 présenté seul (Higgs and Pollard, 
2000; Tomasevic et al., 2007). De plus, en présence de Cdc42 lié au GTP, le PIP2 fonctionne 
en synergie sur l’activation de N-WASP et à l’opposé, inhibe l’activation de WASP.  
►Domaine WH1 : 
La partie N-terminale de WASP contient un domaine WH1 (WASP homology domain 1) 
aussi appelé Ena-VASP-homology-1 domain (EVH1) qui se lie à une séquence riche en 
proline exprimée par les protéines de la famille de WIP (WASP interacting protein) (Ramesh 
et al., 1997). Dans le cytoplasme, la majorité des molécules WASP sont en interaction avec 
WIP (de la Fuente et al., 2007; Sasahara et al., 2002). Cette interaction stabilise la protéine 
WASP en empêchant sa dégradation par la calpaïne et par le protéasome (de la Fuente et al., 
2007; Konno et al., 2007). En effet, le niveau d’expression de WASP est dramatiquement 
réduit dans les lymphocytes T inhibés pour WIP. De plus, très récemment il a été montré que 
l’introduction d’un peptide dérivé de WIP dans des lymphocytes T de patients exprimant des 
mutations au niveau du domaine WH1 de WASP, restaure le niveau d’expression de WASP 
ainsi que sa fonction (Massaad et al., 2011). Enfin, une étude récente a également rapporté le 
cas d’une patiente présentant des mutations dans le gène codant pour WIP et qui n’exprime ni 
WIP ni WASP (Lanzi et al., 2012). L’interaction de WIP avec WASP est également 
importante pour la localisation de WASP aux sites de polymérisation de l’actine (Chou et al., 
2006; Ramesh et al., 1997; Sasahara et al., 2002). Cependant, en interagissant avec WASP, 
WIP empêche l’activation de WASP par Cdc42 (Sasahara et al., 2002). Suite à l’engagement 
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du TCR à la synapse immunologique, WIP est phosphorylée par la PKCӨ et se désengage de 
WASP levant ainsi son inhibition. Le mécanisme d’inhibition de WASP par WIP a plus 
largement été décrit pour N-WASP et suggère que WIP stabilise les protéines de la famille de 
WASP dans leur conformation inactive (Martinez-Quiles et al., 2001) . 
b) Expression et localisation de WASP dans les cellules hématopoïétiques 
L’expression de WASP est restreinte aux cellules hématopoïétiques. Cette restriction 
est dépendante d’une région de 137 paires de bases située en aval du site d’initiation de la 
transcription (Petrella et al., 1998). Par fractionnement cellulaire, il a été montré que WASP 
Figure 12 : Changements conformationnels de WASP.
Représentation schématique de WASP sous ses conformations auto-inhibée, activée et dimérisée. L’auto-
inhibition de WASP résulte de l’interaction intramoléculaire entre ses domaines VCA et GDB. WIP stabilise 
WASP. Le Cdc42 lié au GTP entre en compétition avec le domaine VCA, pour le domaine GBD levant ainsi 
l’auto-inhibition de WASP et permettant au complexe Arp2/3 d’interagir avec le domaine VCA. WASP peut 
également être activé de manière Cdc42 indépendante par les kinases de la famille de Scr. Un complexe Arp2/3 
va interagir avec 2 protéines WASP conduisant ainsi à leur dimérisation. L’activation du complexe Arp2/3 par 
WASP conduit à la nucléation de nouveaux filaments d’actine. Adapté de (Thrasher and Burns, 2010).
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est très majoritairement exprimé dans le cytoplasme des cellules HL60, mais de manière non 
exclusive, puisque de faibles proportions de WASP ont également été observées dans les 
fractions membranaires et nucléaires (Rivero-Lezcano et al., 1995). De plus, une séquence de 
localisation nucléaire a été identifiée sur le gène WAS (Derry et al., 1994). L’expression 
nucléaire de WASP rappelle que la première fonction qui a été attribuée à la protéine est celle 
de facteur de transcription (Dingwall and Laskey, 1991). Puis, les études suivantes ont montré 
que WASP régulait la polymérisation du cytosquelette d’actine dans le cytoplasme cellulaire 
et sa fonction nucléaire a quelque peu été omise (Symons et al., 1996). Par la suite, il a été 
montré que WASP avait également un rôle dans l’initiation de la transcription de NFAT et de
la translocation de NFAT2 et de NF-kappaB indépendamment de son action sur la 
polymérisation de l’actine (Huang et al., 2005; Silvin et al., 2001). Ce n’est que très 
récemment que de nouveaux travaux ont montré que WASP était exprimé dans le noyau des 
lymphocytes CD4+ Th1 où il participe à la régulation du promoteur du gène TBX21 (TBET) 
impliqué dans la différenciation Th1 (Taylor et al., 2010). Ce travail ouvre un grand champ 
d’investigation pour la découverte de nouvelles fonctions nucléaires pour WASP. 
3. Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) 
Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est une maladie génétique rare qui touche 1 à 10 
naissance(s) sur 1 millions. Il est dû à des défauts du gène de la protéine WASP qui
conduisent à l’absence de WASP dans toutes les cellules du système immunitaire (dont les
lymphocytes T). Les patients atteints de WAS sont incapables de se protéger efficacement 
contre les infections virales, bactériennes ou fongiques et ont une suceptibilité au 
développement de cancers et de maladies auto-immunes augmentée. Sans traitement leur
espérance de vie ne dépasse pas 3 ans. Les traitements prophylactiques améliorent
légèrement leur qualité et leur espérance de vie mais ils ne représentent pas une solution 
thérapeutique. En revanche, la transplantation de moelle osseuse s’avère être le traitement de 
choix lorsqu’un donneur de moelle osseuse compatible est trouvé ou lorsqu’elle est réalisée 
au jeune âge. Pour les autres cas, la thérapie génique a été développée ces dernières années 
et est aujourd’hui en phase d’essai clinique. Les études pré-cliniques ainsi que les premiers 
résultats sont très prometteurs, mais un suivi à long terme des patients traités est necessaire 
pour valider les bénéfices pour les patients. 
L’importance de la fonction de WASP dans l’ensemble des cellules hématopoïétiques 
s’est révélée chez l’Homme par 3 maladies causées par des mutations dans le gène WAS : le 
syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), la thrombopénie isolée liée au chromosome X (XLT ;
X-linked thrombocytopenia) et la neutropénie congénitale sévère liée au chromosome X 
(XLN ; X-linked congénital neutropenia) (Devriendt et al., 2001; Zhu et al., 1995). 
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a) Historique de la découverte de WAS  
WAS a été découvert en 1937 par un pédiatre allemand Alfred Wiskott (Wiskott 
1937). Il a rapporté le cas de 3 frères présentant peu après leur naissance une 
thrombocytopénie, des diarrhées, de l’eczéma ainsi que des infections auriculaires récurrentes. 
Les 3 frères ont succombé très tôt aux hémorragies intestinales qui ont conduit au 
développement d’une septicémie. A cette époque, Alfred Wiskott avait identifié le caractère 
héréditaire de WAS et proposait pour origine à la maladie un dysfonctionnement des 
plaquettes sanguines. 70 ans plus tard, une étude a identifié la mutation génique probablement 
à l’origine de la maladie des 3 frères, en étudiant le génome de patients atteints de WAS dans 
leur descendance (Binder et al., 2006) (Figure 13). En 1954, Robert Aldrich établit le 
pédigrée pour WAS d’une famille sur 6 générations et conclut que la maladie est récessive et 
transmise par le chromosome X (Aldrich et al., 1954). 
b) Pathologies 
► WAS :  
Aujourd’hui, WAS (OMIM 301000) est définie comme une immunodéficience primaire, liée 
à des mutations dans WAS localisé sur le chromosome X. Ces mutations géniques conduisent 
à l’absence totale d’expression de WASP ou à l’expression d’une protéine tronquée dans 
l’ensemble des cellules hématopoïétiques des patients. L’incidence de la maladie est de 1 à 10
cas sur 1 million de naissances (Stray-Pedersen et al., 2000). WAS se caractérise par des 
hémorragies entraînées par une micro-trombocytopénie (plaquettes de petite taille en faible 
nombre), de l’eczéma, des diarrhées et des infections récurrentes causées par une 
Figure 13 : Pedigree des 3 frères décrits 
par Wiskott en 1937. 
Les symboles blancs et noirs représentent 
respectivement les membres de la famille 
non atteints et atteints par WAS. Les carrés 
représentent les hommes, les ronds les 
femmes. L’astérisque désigne les membres 
de la famille testés génétiquement pour la 
délétion 73-74AC sur le gène WAS. Les
symboles + et – indique le résultat du test 
génétique. Les ronds contenants un point 
représentent les femmes obligatoirement 
porteuses de la délétion mais non testées 
génétiquement. Le triangle représente un 
fœtus avorté. L’âge du décès des 3 frères 
est indiqué. D’après (Binder et al., 2006).
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immunodéficience (Sullivan et al., 1994). Les patients présentent également une incidence 
accrue au développement de maladies auto-immunes et de cancers.   
► XLT :  
XLT (OMIM 313900) correspond à un phénotype atténué de la forme classique de WAS. Les 
mutations dans WAS conduisent à l’expression d’une protéine WASP mutée, non stable et par 
conséquent toujours faiblement exprimée. Les mutations conduisant au XLT sont très 
majoritairement des mutations non-sens (Zhu et al., 1997).  
Les symptômes de XLT sont une thrombocytopénie congénitale, généralement sans présence 
d’eczéma et d’immunodéficience. L’incidence du développement de maladies auto-immunes 
et de cancers est très faible par rapport aux patients WAS (Albert et al., ; Canales and Mauer, 
1967; Zhu et al., 1995). Plus récemment, des cas de XLT présentant une thrombocytopénie 
intermittente (iXLT) associée à une diminution de la taille des plaquettes ont été rapportés 
(Notarangelo et al., 2002).  
► XLN : 
XLN (OMIM 300299) est lié à des mutations gains de fonctions dans le gène WAS résultant 
en l’activation constitutive de WASP. Les principaux symptômes de XLN sont le 
développement d’infections bactériennes très rapidement après la naissance, un arrêt de la 
maturation myéloïde au stade promyélocyte/myélocyte, une apoptose prématurée des 
progéniteurs myéloïdes et un risque élevé de développer des leucémies. Plus récemment, il a 
également été démontré des problèmes d’activation et d’apoptose des lymphocytes T et B
(Westerberg et al., 2010).
► Score clinique : 
La sévérité de WAS, de XLT et de XLN peut être évaluée sur une échelle de 0 à 5 grâce à un 
système de score développé originellement par Zhu et al. et basé sur le développement ou non 
de symptômes caractéristiques (Imai et al., 2003; Zhu et al., 1997) (Figure 14). En 2004, sur 
une cohorte de 248 patients WAS/XLT, un score de 0 à 1 a été attribué à 4 patients présentant 
une XLT intermittente, un score de 1 à 33 patients, un score de 2 à 73 patients, un score de 3 à 
29 patients, un score de 4 à 47 patients et un score de 5 à 53 patients (Jin et al., 2004). 
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► Corrélation Génotype-Phénotype : 
Les mutations sur le gène WAS, l’expression de WASP ainsi que le phénotype de près de 400 
patients WAS (280 patients), XLT (118 patients) et XLN (2 patients) d’origine américaine et 
européenne sont répertoriés et accessibles dans la base de données WASPbase datant de 2004 
(Imai et al., 2003). Ces mutations couvrent l’ensemble du gène WAS bien que 5 régions
où se concentrent un plus grand nombre de mutations aient été identifiées (Jin et al., 2004).
Généralement, les mutations responsables de l’absence totale d’expression de WASP ou de 
l’expression d’une forme tronquée de la protéine conduisent au phénotype WAS alors que les 
mutations responsables de l’expression d’une protéine WASP de pleine taille mais en quantité 
réduite corrèlent avec le phénotype XLT (Imai et al., 2004; Imai et al., 2003; Jin et al., 2004). 
Sur les 280 patients atteints de WAS, 159 ont des mutations non-sens, des délétions ou des 
insertions avec décalage du cadre de lecture, 77 des mutations faux-sens et 44 des épissages 
alternatifs (Imai et al., 2003). Très récemment, les analyses d’une cohorte de 87 patients WAS 
originaire d’Europe centrale et d’Europe de l’est et d’une cohorte de 24 patients WAS chinois 
confirment la grande variabilité des types de mutations et de localisation sur le gène WAS
(Gulacsy et al., 2011; Zhang et al., 2010). Les mutations gains de fonctions dans le domaine 
CRIB de WAS empêchent la protéine WASP d’établir sa conformation auto-inhibée et 
résultent donc en une activation constitutive de la protéine WASP. Ces mutations sont 
associées au XLN ou à des myélodysplasies (Ancliff et al., 2006; Beel et al., 2009).  
► Mutations réverses : 
Des mutations somatiques réverses ont été rapportées chez 10 % des patients WAS sans noter 
aucune corrélation avec le score clinique (Stewart et al., 2007). Ces mutations ont été 
observées majoritairement dans les lymphocytes T des patients mais également dans les 
lymphocytes B et les NK (Ariga et al., 1998; Boztug et al., 2007; Davis et al., 2008; Konno et 
al., 2004; Lutskiy et al., 2008; Trifari et al., 2010; Wada et al., 2004). Les mutations réverses 
Figure 14 : Score clinique pour les patients XLN, iXLT, XLT et WAS.
Le système de score est basé sur le développement (+) ou non (-) des symptômes indiqués par les patients 
WAS, XLT et XLN. D’après (Albert et al., 2010)
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conduisent à la réexpression d’une protéine WASP et présentent un avantage sélectif pour les 
lymphocytes T et les NK mais pas pour les lymphocytes B. Néanmoins, une réexpression 
partielle de WASP dans les lymphocytes T et/ou les NK n’apparaît pas suffisante pour 
l’amélioration clinique des patients. Nous avons rapporté le cas d’un patient WAS présentant 
une mutation secondaire réverse conduisant à la réexpression de WASP (Cf. Annexe 1). Nous 
avons caractérisé cette nouvelle mutation et suivi ses effets fonctionnels et cliniques pendant 
plus de 18 ans (Trifari et al., 2010).  
► Mutations WAS chez les femmes : 
Les mutations récessives WAS sont héréditairement transmises par le chromosome X. Les 
femmes porteuses de mutations sur le gène WAS ne sont généralement pas atteintes de la 
maladie, car le chromosome X porteur de la mutation sera inactivé au profit de l’autre 
chromosome X (Fearon et al., 1988). Cependant, de très rares cas de femmes WAS/XLT ont 
été rapportés et sont liés à l’inactivation du chromosome sain (Andreu et al., 2003; Lutskiy et 
al., 2002). Lorsque qu’une mère est porteuse d’une mutation WAS, elle transmettra, 
statistiquement une fois sur deux, la mutation à ses enfants. Les fils qui hériteront de la 
mutation seront obligatoirement atteints de la maladie alors que les filles en seront porteuses. 
Les hommes atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich transmettront la maladie à leurs filles 
mais pas à leurs fils.  
►Diagnostic : 
Le clonage et le séquençage du gène WAS ont permis le développement d’outils moléculaires 
permettant de confirmer le diagnostic symptomatique des patients, d’identifier les femmes 
porteuses de mutations et de diagnostiquer les fœtus à risque. Ces techniques incluent le 
« screening » des lymphocytes pour l’expression de WASP par cytométrie de flux ou par 
Western-blot ainsi que le séquençage de l’ADNc ou de l’ADN génomique pour les mutations 
dans le gène WAS. 
c) Manifestations cliniques 
► Hémorragies :  
La majorité des patients WAS (80 %) développe des hémorragies plus ou moins sévères allant 
des épistaxis (saignements nasaux), des pétéchies (tâches rougeâtres cutanée) et des 
saignements buccaux pour les exemples les plus bénins jusqu’à des saignements intestinaux 
ou intracrâniens pour les exemples les plus sévères (Sullivan et al., 1994). 21 % des décès 
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chez les patients WAS sont dus à des hémorragies. Ces hémorragies ont pour origine la 
présence d’un nombre restreint de plaquettes de petite taille. Un seul cas de patient WAS 
présentant des plaquettes de taille normale a été rapporté (Patel et al., 2011). L’origine de la 
micro-thrombocytopénie n’est pas encore comprise. Le nombre de mégacaryocytes chez les 
patients s’est révélé normal (Haddad et al., 1999; Ochs et al., 1980). Etant donné que la 
splénectomie réalisée chez les patients WAS restaure en partie le nombre et la taille des 
plaquettes, un défaut dans la destruction des plaquettes est à considérer (Burns et al., 2004).
L’augmentation de cette destruction pourrait être due à une exposition accrue des 
phosphatidylsérines à la surface des plaquettes WASP déficientes favorisant ainsi leur 
phagocytose par les macrophages présents dans la rate (Shcherbina et al., 1999). Il a été 
montré que le défaut d’exposition des phosphatidylsérines à la surface des plaquettes est lié à 
un défaut dans la signalisation « outside-in » des intégrines αIIbβ3 (Shcherbina et al., 2010). 
Il a également été démontré qu’en absence de WASP, les plaquettes murines sont plus 
sensibles à l’opsonisation ce qui favorise également leur phagocytose (Prislovsky et al., 
2008). Une autre explication possible à l’augmentation de la destruction plaquettaire réside 
dans l’observation, chez la souris déficiente en WASP, d’auto-anticorps dirigés contre les 
plaquettes (Marathe et al., 2009).  
► Eczéma : 
Les lésions de la peau observées chez les patients WAS se rapprochent en apparence et en 
localisation à un eczéma atopique. 81 % des patients atteints de WAS développent de 
l’eczéma de manière transitoire ou chronique (Sullivan et al., 1994). Dans les cas les plus 
sévères, l’eczéma résiste aux thérapies et persiste à l’adolescence. L’eczéma facilite le 
développement d’infections opportunistes bactérienne, virale (virus de l’herpès simplex) ou 
fongique (Molluscum contagiosum). Bien que l’origine atopique de l’eczéma n’ai pas 
clairement été établi, le niveau élevé d’IgE mesuré chez les patients ainsi que le défaut de 
production de cytokines de type Th1 (favorisant la présence de cytokines de type Th2), 
soutiennent cette hypothèse (Imai et al., 2004; Taylor et al., 2010; Trifari et al., 2006). 
► Infections récurrentes : 
La majorité des patients WAS a connu des épisodes d’infections récurrentes auxquels elle 
peut succomber (Imai et al., 2004; Sullivan et al., 1994). Ces infections sont d’origines 
bactérienne, virale et fongique. Les infections bactériennes sont généralement dues à des 
bactéries encapsulées qui affectent l’appareil respiratoire (causant des otites et des 
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pneumononies), les intestins, la peau, le tractus urinaire ou le système nerveux central. Les 
infections virales sont majoritairement dues aux virus de l’herpès simplex, au 
cytomégalovirus, à l’Epstein-Barr virus et à un poxvirus causant un Molluscum Contagiosum.
Les infections fongiques incluent les infections à Candida, Aspergillus et Pneumocystis
carinii.
► Manifestations auto-immunes : 
Le développement de maladies auto-immunes est fréquemment observé chez les patients 
WAS. En effet, il a été rapporté qu’entre 40 et 72 % des patients WAS européens et 
américains (US) et 20 % des patients WAS japonais développent des maladies auto-immunes 
(Dupuis-Girod et al., 2003; Imai et al., 2004; Sullivan et al., 1994). Les manifestations les 
plus courantes sont l’anémie hémolytique auto-immune, la vasculite cutanée, l’arthrite et les 
néphropathies. Moins couramment, des cas d’inflammation de l’intestin (IBD), de 
dermatomyosite, d’angioedème, de vasculite cérébrale, d’uvéite et de
purpura thrombocytopénique idiopathique ont également été rapportés. Très fréquemment, les 
patients développent plusieurs manifestations auto-immunes en même temps (Dupuis-Girod 
et al., 2003). La prévalence au développement de maladies auto-immunes chez les patients 
WAS n’est pas clairement établie. Il a été proposé que les problèmes d’auto-immunité soient  
dus aux dommages tissulaires infligés par une inflammation chronique résultant de la 
clairance incomplète de pathogènes (Arkwright et al., 2002). Une autre explication au 
développement de maladies auto-immunes chez les patients WAS est la perte de tolérance 
périphérique au soi. En effet, il a été montré que les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ WASP 
déficients présentent des défauts fonctionnels et de localisation (Adriani et al., 2007; 
Humblet-Baron et al., 2007; Maillard et al., 2007; Marangoni et al., 2007). Le développement 
de maladies auto-immunes est un facteur de risque au développement plus tardif de cancers 
(Sullivan et al., 1994).  
► Cancers : 
Le développement de cancers chez les patients WAS peut se déclencher dès l’enfance mais 
apparaît plus fréquemment à l’adolescence ou chez le jeune adulte. L’incidence rapportée est 
de 13 à 22 % des patients selon les études (Imai et al., 2004; Sullivan et al., 1994). Etant 
donné que l’espérance de vie des patients WAS augmente, il est raisonnable de penser que 
l’incidence des cancers risque également d’augmenter. Les cancers les plus répandus chez les 
patients WAS sont les lymphomes tel que : les myélodysplasies, les leucémies et les 
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lymphomes B, toujours EBV positif. L’immunodéficience semble être à l’origine du 
développement des lymphomes chez les patients.  
d) Défauts cellulaires 
WASP étant exprimée par toutes les cellules hématopoïétiques, l’ensemble des 
cellules du système immunitaire des patients WAS présente des défauts liés à la déficience en 
WASP. Les principaux défauts sont répertoriés ci-dessous et sont présentés sous forme de 
schéma en Figure 15. Une section plus détaillée sera dédiée à la description de l’impact de la 
déficience en WASP dans les différentes étapes de vie des lymphocytes T, décrite dans le 
premier chapitre.  
Figure 15 : Rôle de WASP dans les cellules du système immunitaire. 
Représentation schématique des principales fonctions cellulaires affectées par la déficience en WASP dans les 
cellules de l’immunité innée (neutrophiles, NK, macrophages, cellules dendritiques) et de l’immunité adaptative 
(lymphocytes T et B). D’après (Thrasher and Burns, 2010)
► Cellules de l’immunité innée :  
Les cellules du lignage myéloïde des patients WAS présentent des défauts de phagocytose liés 
à une incapacité à former les protrusions riches en actine et nécessaires à l’internalisation des 
pathogènes (Leverrier et al., 2001; Lorenzi et al., 2000; Tsuboi and Meerloo, 2007). Ces 
cellules ont également des défauts dans la formation des podosomes et du lamellipode requis  
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pour la migration cellulaire (Linder et al., 1999). Il en résulte que le chimiotactisme de ces 
cellules est affecté (Badolato et al., 1998; Binks et al., 1998; Zicha et al., 1998). En plus du 
défaut dans la formation de protrusions riches en actine, les cellules myéloïdes déficientes en 
WASP ont aussi une réponse aux intégrines anormale (Stabile et al., 2010; Zhang et al., 
2006). En conséquence, ces cellules présentent des défauts d’adhésion, de migration mais 
aussi de dégranulation et de relargage de radicaux libres concernant les neutrophiles. Enfin, 
des défauts d’interactions cellulaires liés à une mauvaise organisation des synapses 
immunologiques ont également été décrits. Ceux-ci résultent en une activité cytotoxique 
réduite des cellules NK des patients WAS (Gismondi et al., 2004). Plus récemment, il a été 
montré chez la souris, que l’activation des lymphocytes T par des cellules dendritiques 
déficientes en WASP est également défectueuse (Bouma et al., 2011).  
► Cellules de l’immunité adaptative : 
Les lymphocytes B et T des patients WAS présentent également de nombreux défauts 
fonctionnels.  
Les patients atteints de WAS ont un nombre réduit de lymphocytes B circulants, des défauts 
de formation des follicules B dans les organes lymphoïdes secondaires et une réponse 
anticorps perturbée (faible taux IgM et fort taux IgA et IgE). Plus particulièrement, la réponse 
humorale anti-polysaccharides qui ne nécessite pas l’aide des lymphocytes T est affectée chez 
les patients (Sullivan et al., 1994; Westerberg et al., 2005). Tout comme les cellules du 
lignage myéloïde, les lymphocytes B des patients WAS ont des défauts de migration, 
d’adhésion et d’interactions cellulaires (Westerberg et al., 2005). La formation de protrusions 
riches en actine s’avère également défectueuse (Andreu et al., 2007; Westerberg et al., 2001).
En revanche, l’activation n’est pas diminuée par la déficience en WASP (Henriquez et al., 
1994). Des résultats très récents montrent pour la première fois une légère augmentation de 
l’activation des lymphocytes B suite à la stimulation du BCR ou des TLR (Toll-Like 
Receptor), chez les souris déficientes pour WASP (Becker-Herman et al., 2011).  
Les lymphocytes T des patients WAS présentent des défauts d’activation suite à 
l’engagement de leur TCR (Molina et al., 1993; Morales-Tirado et al., 2004). Les défauts 
d’activation sont plus marqués lorsque le TCR est stimulé par des anticorps anti-CD3 plutôt 
que par son engagement avec les complexes CMH-peptide exprimés à la surface des cellules 
présentatrices de l’antigène (De Meester et al., 2010). Ils peuvent être contrecarrés en 
augmentant la concentration en antigène ainsi que la force de la costimulation in vitro
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(Cannon and Burkhardt, 2004). Ces défauts d’activation se traduisent par une diminution de la 
prolifération et de la sécrétion de cytokines (De Meester et al., 2010; Trifari et al., 2006). 
Alors qu’une étude montre un défaut de sécrétion restreint aux cytokines de type de Th1 chez 
les patients WAS, une seconde étude révèle des défauts de type Th2 chez la souris WASP 
déficiente (Morales-Tirado et al., 2009; Trifari et al., 2006). L’hypo-activation lymphocytaire 
est à relier à un défaut de formation de la synapse immunologique avec les cellules 
présentatrices de l’antigène (Cannon and Burkhardt, 2004). En absence de WASP, la 
formation et le recrutement des rafts lipidiques à la synapse immunologique sont compromis 
(Dupre et al., 2002). Au niveau signalétique, des défauts de translocation du facteur de 
transcription NFAT et d’induction de T-bet ont été décrits (Cianferoni et al., 2005; Trifari et 
al., 2006). Outre son rôle dans l’activation lymphocytaire, il a été montré que WASP est 
impliqué dans la migration des lymphocytes T humains, dirigée par la chimiokine CXCL12 
(Haddad et al., 2001). En revanche, WASP ne serait pas impliqué dans la migration des 
lymphocytes T murins vers la chimiokine CXCL12 in vitro, mais serait necessaire pour 
l’entrée dans les organes lymphoïdes secondaires (Blundell et al., 2008; Gallego et al., 2006; 
Snapper et al., 2005). La morphologie des lymphocytes T de patients est très hétérogène :
certaines cellules sont anormalement allongées, d’autres ont une morphologie proéminente
(Gallego et al., 1997; Kenney et al., 1986). De plus, des cellules sont dépourvues de 
protrusions membranaires alors qu’à la surface d’autres cellules les protrusions sont 
protubérantes. Au contact d’anticorps anti-CD3, les lymphocytes T de patients ne sont pas 
capables de s’étaler et apparaissent anormalement allongés formant des uropodes plutôt que 
des pseudopodes. Des protrusions membranaires anormales ont aussi été observées à la 
surface des lymphocytes T murins WASP déficients après stimulation par la chimiokine 
CXCL12 (Gallego et al., 2006). En effet, en abscence de WASP, une proportion de cellules 
polarise l’actine à 2 pôles ou plus de la cellule plutôt que de former un front cellulaire unique 
enrichis en actine. L’adhésion des lymphocytes T aux anticorps anti-CD3, à la fibronectine ou 
aux sélectines n’est pas affectée par la déficience en WASP chez la souris (Gallego et al., 
2006) et chez l’Homme (Sara Trifari, résultats non publiés). Une réduction du nombre de 
lymphocytes T circulant a également été rapportée chez les patients WAS (Park et al., 2004).
Ceci peut s’expliquer par l’augmentation de l’apoptose spontanée des lymphocytes T 
déficients en WASP en comparaison à celle de donneurs sains, observée in vitro (Rawlings et 
al., 1999; Rengan et al., 2000). Le développement thymique n’apparaît que faiblement affecté 
par la déficience en WASP. Les patients WAS ne présentent pas de défauts de diversité du 
répertoire Vβ jusqu’à l’âge de 15 ans en moyenne puis celui-ci se restreint en comparaison à 
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celui de donneurs sains du même âge (Wada et al., 2005). En accord avec ces résultats, le 
developpement thymique de souris déficientes en WASP apparait relativement normal 
(Marangoni et al., 2007). Cependant une autre étude a observé un défaut de dévelopement 
thymique au stade DN3 chez la souris WASP déficiente (Zhang et al., 1999). Une seconde 
étude a observé des défauts similaires chez les souris déficientes en WASP mais seulement 
lorsque les souris étaient aussi déficientes pour N-WASP (Cotta-de-Almeida et al., 2007). 
Concernant les lymphocytes T régulateurs, des défauts d’activation et d’inhibition de la 
prolifération des lymphocytes T effecteurs ont été décrits en absence de WASP à la fois chez 
la souris et chez l’Homme (Cotta-de-Almeida et al., 2007; Marangoni et al., 2007). Dans la 
circulation, leur nombre est également réduit (Humblet-Baron et al., 2007; Maillard et al., 
2007).  
e)  Thérapie 
► Traitements prophylactiques : 
Sans aucun traitement, l’espérance de vie des patients atteints de WAS est très faible. En 
effet, les 19 patients WAS rapportés par Wiskott et Aldrich n’ont pas atteint l’âge de 3 ans 
(Aldrich et al., 1954). Depuis plus de 25 ans, une grande variété de traitements 
prophylactiques a été proposée aux patients dans le but d’améliorer leur espérance et leur 
qualité de vie. L’efficacité de ces traitements s’est avérée meilleure lorsque le diagnostic était 
établi tôt. Etant donné que la réponse anticorps des patients souffrant de WAS est 
défectueuse, une immunoglobulinothérapie est proposée à certains patients. Celle-ci ne 
permet pas d’augmenter le taux de plaquettes des patients, mais elle permet de diminuer les 
inflammations et par conséquent le risque de septisémie (Mathew and Conley, 1995). En cas 
d’infections, des examens bactériologique, viral et fongique rapides sont nécessaires afin 
d’administrer au patient les traitements anti-microbiens adéquats. Alors que la vaccination 
avec des vaccins atténués peut être préconisée, la vaccination avec des vaccins vivants n’est 
pas recommandée chez les patients. Contre l’eczéma, des stéroïdes peuvent être administrés. 
Les manisfestations auto-immunes, souvent liées à une auto-réactivité des cellules B, peuvent 
être traitées par l’administration de rituximab (anticorps anti-CD20). En cas d’hémorrhagie 
sévère, des transfusions sanguines de produits préalablement irradiés, CMV-négatifs et si 
possible HLA-compatibles sont réalisées. D’autre part, la splenectomie s’avère efficace pour 
augmenter le nombre de plaquettes sanguines et diminuer les désordres hémorrhagiques, 
néanmoins elle augmente le risque de septisémie (Lum et al, 1980; Mullen et al, 1993; 
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Litzman et al, 1996). Très récemment, le cas d’un patient âgé de 24 ans et ayant subi une 
splénectomie à l’âge de 9 ans a été rapporté (Syrigos et al., 2011). Ce patient est 
asymptômatique et présente un taux de plaquettes stable. Sous traitement antibiotique 
prophylactique, le patient n’a connu aucun épisode d’hémorrhagie ou de septicémie. 
L’exemple de ce patient montre que la splénectomie, suivi d’un traitement prophylactique de 
longue durée, peut représenter une solution thérapeutique pour certains patients WAS.  
► Transplantation de moelle osseuse : 
La première transplantation de moelle osseuse a été réalisée en 1968 pour traiter avec succès 
un patient SCID (Severe Conbined Immunodefiency Diseases) puis pratiquement 
simultanément pour traiter un patient WAS (Bach et al., 1968; Gatti et al., 1968; Good, 1987).
A l’heure actuelle, la transplantation de cellules souches hématopoïétiques est le seul 
traitement thérapeutique pour les patients WAS. Lorsqu’elle est réalisée avec la moelle 
osseuse d’un donneur HLA (Human Leukocyte Antigen) identique, son taux de survie moyen 
à 5 ans est de 87 % (Filipovich et al., 2001). Cependant pour de nombreux patients des dons 
de moelle osseuse HLA identique ne sont pas disponibles. La transplantation peut alors être 
réalisée avec des donneurs HLA alternatifs : les taux de survie moyen à 5 ans atteignent 52 % 
avec des donneurs HLA apparentés au patient et 70 % avec des donneurs HLA non 
apparentés au patient. Le pourcentage de greffe survivant à 5 ans est augmenté lorsque la 
transplantation est réalisée avant l’âge de 5 ans et atteint alors 84 % avec des donneurs HLA 
non apparentés. Cependant, dans le cas des transplantations HLA non identique, les risques de 
développer un syndrome lymphoprolifératif EBV positif, des infections, des maladies auto-
immunes et une maladie du greffon contre l’hôte sont largement augmentés. Lorsque la 
transplantation est établie avec succès, 73 % des patients ayant reçu une moelle osseuse HLA 
identique ou HLA non identique provenant d’un donneur non apparenté sont guéris et 20 à 27 
% des patients voient leur score clinique s’améliorer. Des rétrospectives plus récentes de 
patients WAS ayant reçu une transplantation de moelle osseuse ou de sang de cordon ont 
confirmé ces résultats (Kobayashi et al., 2006; Munoz et al., 2007). Face à l’efficacité avérée 
de la transplantation de cellules souches hématopoïétiques HLA identique pour les patients 
WAS et à l’indisponibilité de donneurs HLA identique pour l’ensemble des patients, la 
transplantation de cellules souches hématopoïétiques autologues corrigées génétiquement est 
apparue comme la solution à privilégier pour le futur.  
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► Thérapie génique : 
Ces dernières années de nombreux efforts ont été fournis pour le développement de la 
thérapie génique pour WAS. Par rapport à la transplantation de moelle osseuse, la thérapie 
génique représenterait une possibilité de traitement pour les patients WAS n’ayant pas de 
donneurs de moelle osseuse HLA compatibles. De plus, elle permettrait d’éviter le 
développement de la maladie du greffon contre l’hôte mais aussi l’administration de 
traitements immunosuppresseurs.   
En plus de l’efficacité prouvée de la transplantation de cellules souches hématopoïétiques 
pour guérir WAS, les études de cas cliniques soutiennent la pertinence du développement de 
la thérapie génique pour cette maladie. En effet, par rapport aux patients WAS (qui 
n’expriment pas WASP), les patients XLT (qui expriment en faible quantité WASP) ont un 
déficit immunologique moindre. Ceci suggère qu’un faible niveau de correction serait d’un 
point de vue thérapeutique efficace. De plus, les exemples de mutations spontanées 
secondaires chez les patients WAS ont montré que WASP conférait un avantage sélectif aux 
lymphocytes (Konno et al., 2004; Trifari et al., 2010).  
Les premiers essais :
Un vecteur dérivé du virus leucémique murin Moloney (MMLV) a été utilisé dans les 
premiers essais de thérapie génique afin de transférer le gène thérapeutique WAS (Dewey et 
al., 2006). Le MLV appartient à la famille des rétrovirus qui regroupe des virus à ARN 
enveloppés. Les rétrovirus expriment la rétrotranscriptase qui leur permet de synthétiser à
partir du génome ARN, l’ADN. L’ADN viral s’intègre alors à l’ADN de la cellule infectée et 
pourra ainsi être transmis aux cellules filles. Le génome des rétrovirus comprend 3 phases 
ouvertes de lecture gag, pol et env codant pour les protéines de structure et de réplication. En 
plus des séquences codantes, le génome des rétrovirus contient des séquences LTR (Long 
Terminal Repeat), des signaux d’initiation et de terminaison de la transcription, une séquence 
d’encapsidation ψ, une séquence PBS (Primer Binding Site), les PPT (PolyPurine Tract) et les 
CTS (Central Terminaison Sequence). Plus précisément, le vecteur utilisé dans le premier 
essai de thérapie génique pour WAS a été construit de la façon suivante : l’ADNc codant pour 
WASP a été cloné dans le vecteur CMMP et GALV a été utilisé comme pseudotype 
d’enveloppe (Dewey et al., 2006). Le vecteur CMMP dérive du MMLV, par substitution des 
régions LTR du MMLV par celles du MPSV (MyeloProliferative Sarcoma Virus) à
l’exception de la région U3 du 5’LTR du MPSV qui a été remplacée par la région promotrice 
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IE (Immediate Early) du CMV. Ces modifications permettent d’augmenter l’expression du 
transgène.  
Le premier essai de thérapie génique incluant 10 patients WAS a été mené en Allemagne. Cet 
essai consistait à transfuser aux patients des cellules souches hématopoïétiques autologues 
corrigées par le vecteur de thérapie génique. Récemment, une rétrospective à 2 ans et demi de 
ce premier essai a rapporté les résultats des 2 premiers patients traités (Boztug et al., 2010). 
Les auteurs ont observé une bonne correction de l’expression de WASP dans les cellules 
souches hématopoïétiques, dans les plaquettes et dans les cellules lymphoïdes et myéloïdes. 
Les lymphocytes T, B et NK ainsi que les monocytes étaient fonctionnellement corrigés. 
Après le traitement, les patients ont vu leur état clinique s’améliorer avec une résolution des 
problèmes hémorragiques et des désordres auto-immuns. De plus, la fréquence et la sévérité 
des infections avaient diminué. Un des deux patients a montré une amélioration de son 
eczéma. Bien que le taux d’immunoglobulines mesuré chez les patients n’ait été que 
partiellement amélioré, la vaccination contre le tétanos, la diphtérie et l’hémophilie a été un 
succès. Les auteurs de ce rapport ont également montré que le vecteur de thérapie génique 
s’était intégré à de multiples endroits dans le génome ; préférentiellement à proximité des 
sites d’initiation de la transcription et au niveau des régions codantes. Une analyse 
informatique plus poussée (utilisation de l’outil : Inguenuity pathway analyses) montre que le 
vecteur de thérapie génique cible des gènes impliqués dans le développement, la prolifération 
et la croissance cellulaire ainsi que dans les réponses immunes et auto-immunes. Malgré les 
premiers résultats très encourageants, ce premier essai de thérapie génique a du être stoppé à 
cause de la génotoxicité du vecteur. En effet, il a été révélé que l’un des patients avait 
développé une leucémie induite par l’insertion du vecteur au niveau du locus LMO2. 
Plusieurs cas de leucémies induites par des rétrovirus ont été précédemment rapportés chez 
des patients SCID et CGD (Chronic Granulomatous Disease) traités par thérapie génique 
(Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Howe et al., 2008; Ott et al., 2006). L’utilisation de 
rétrovirus codant pour un transgène sous le contrôle des LTR viraux en thérapie génique a 
prouvé l’efficacité de cette approche pour traiter les immunodéficiences primaires. Des 
progrès doivent désormais être réalisés en vectorologie pour développer des vecteurs de 
thérapie génique plus sûrs en limitant la transactivation génique et/ou en contrôlant l’insertion 
du transgène dans le génome.  
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Développement de nouveaux vecteurs :
Les lentivirus sont moins génotoxiques que les gammaretrovirus (Montini et al., 2006). Ces 
rétrovirus possèdent en plus des séquences gag, pol et env, des gènes de régulation (tat et Rev)
et des gènes accessoires (nef, vif, vpr, vpu). Des vecteurs de thérapie génique pour WASP ont 
été développés à partir d’un vecteur lentiviral dérivé du HIV-1 et codant pour 2 copies de 
l’ADNc de WASP sous le contrôle du promoteur endogène de WAS : w1.6W (Dupre et al., 
2004; Galy et al., 2008). Les gènes de régulation et accessoires : tat, nef, vif, vpr, vpu du 
lentivirus HIV-1 ont été délétés et la glycoprotéine du VSVg a été choisie pour pseudotype 
d’enveloppe. Les séquences enhancers et promotrices du vecteur lentiviral ont été délétées de 
manière à avoir un promoteur unique endogène pour WAS. Outre, la réduction du risque 
d’activation oncongénique, cette technologie (appelée SIN : Self-INactivating) présente 
l’avantage d’une régulation de WAS plus physiologique. Enfin, une séquence WPRE 
(Woodchuck Post transcriptional Regulatory Element) a été ajoutée à la construction afin 
d’augmenter l’expression du transgène.
Il a tout d’abord été démontré in vitro que le lentivirus généré restaure efficacement 
l’expression de WASP dans les cellules souches hématopoïétiques, les lymphocytes T et B et 
les cellules dendritiques de patients WAS (Charrier et al., 2007; Dupre et al., 2004). Puis, des 
études in vivo réalisées sur 2 souches de souris déficientes en WASP différentes ont montré 
une restauration à long terme de l’expression de WASP dans les cellules hématopoïétiques
ainsi que la correction des fonctions des lymphocytes T et B (Dupre et al., 2006; Marangoni et 
al., 2009). Très récemment, une étude a également souligné une amélioration des fonctions 
des cellules dendritiques murines déficientes en WASP par le vecteur de thérapie génique 
(Catucci et al.). Les études à long terme n’ont pas révélé de génotoxicité pour le lentivirus 
utilisé (Marangoni et al., 2009). En effet, le profil d’insertion génomique du vecteur est 
apparu conforme au profil attendu pour les lentivirus et aucune évidence de mutagénèse 
insertionnelle n’a été observée in vitro et in vivo (Mantovani et al., 2009; Marangoni et al., 
2009; Modlich et al., 2009).  
La preuve de concept étant établie, les premiers essais en phase I/II de thérapie génique basés 
sur l’utilisation du vecteur lentiviral de 3ème génération ont débuté à la fin de l’année 2009 à
Londres, puis en parallèle à Paris et à Milan en 2010 ainsi qu’à Boston en 2011 (Galy and 
Thrasher, 2011). 
Une alternative à l’utilisation des lentivirus dérivés du HIV-1 comme vecteur de thérapie 
génique réside dans l’emploi de vecteurs dérivés du foamy virus. Le foamy virus simien 
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présente l’avantage de ne pas être pathogène pour l’homme et son intégration dans le génome 
des primates n’a pas été associée à des oncogènes (Falcone et al., 2003; Heneine et al., 2003).  
Très récemment, un vecteur de transfert génique de WASP dérivé du foamy virus a été 
développé. Les souris déficientes en WASP ayant reçu des cellules souches hématopoïétiques 
préalablement corrigées par le vecteur développé, présentent une restauration de l’expression 
de WASP dans les lymphocytes T et B, les plaquettes et les cellules dendritiques. De plus, il a 
été montré que les fonctions de ces cellules étaient restaurées. L’analyse des sites 
d’intégration du vecteur a montré une faible préférence d’insertion aux sites d’initiation de la 
transcription (~ 35 %) et une faible incidence de l’intégration à proximité des oncogènes (5%) 
par rapport aux vecteurs gamma-rétroviraux et aux lentiviraux (Uchiyama et al., 2012).  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 
La mise en place de la réponse immunitaire adaptative est contrôlée par les lymphocytes T 
CD4+. Ces cellules circulent dans l’organisme entre leur site de production, le thymus ; leur 
site d’activation, les organes lymphoïdes secondaires et les sites où elles exerceront leurs 
fonctions effectrices qui sont les organes lymphoïdes secondaires et le lieu de l’infection. 
C’est l’incroyable plasticité du cytosquelette d’actine qui permet aux lymphocytes T de 
migrer d’un site à l’autre, de pénétrer des tissus denses, de rencontrer et d’établir des 
interactions plus ou moins stables avec leurs partenaires cellulaires. Dans le passé, le rôle 
majeur du cytosquelette d’actine des lymphocytes T a clairement été établi dans les fonctions 
de migration ainsi qu’à la synapse immunologique. Cependant, de manière paradoxale, le rôle 
du cytosquelette d’actine a majoritairement été étudié dans des situations figées. L’objectif 
de ce travail était de définir le rôle du cytosquelette d’actine sur la mobilité des 
lymphocytes T en dynamique. Notre modèle d’étude a été la déficience en un régulateur 
majeur du cytosquelette d’actine des lymphocytes T : la protéine du syndrome de Wiskott-
Aldrich (WASP). L’implication de cette protéine sur la mobilité des lymphocytes T a 
également été étudiée par le passé, mais uniquement dans des systèmes figés. Ce travail 
permettra aussi de mieux comprendre le rôle de WASP en dynamique. La déficience en 
WASP conduit au syndrome de Wiskott-Aldrich dont le tableau clinique sévère souligne 
l’importance de la protéine dans le contrôle de la réponse immunitaire. L’objectif secondaire 
de ce projet était de mieux déchiffrer la physiopathologie de WAS et plus particulièrement 
de tenter d’apporter des explications au co-développement paradoxal 
d’immunodéficience (infections récurrentes, cancers) et d’exacerbation de la réponse 
immunitaire (auto-immunité) observé chez les patients.
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WASP Controls APC-Driven CD4+ T Cell Motility 
 by Regulating Adhesion to ICAM-1 
Fanny Lafouresse, Vinicius Cotta-de-Almeida, Gema Malet-Engra, Anne Galy, 
Salvatore Valitutti, and Loïc Dupré 
   IMMUNOLOGY, accepté pour publication 
La mobilité des lymphocytes T dans l’organisme est permise par la formation d’un 
front cellulaire dont la dynamique est soutenue par une réorganisation continuelle des 
filaments d’actine. Le rôle du régulateur du cytosquelette d’actine, WASP, dans la migration 
des lymphocytes T dirigée par les chimiokines est controversé. D’autre part son implication 
dans la mobilité induite par les cellules présentatrices de l’antigène non chargées en antigène 
exogène n’a jamais été étudiée.  
L’objectif de ce travail était donc de déterminer le rôle de WASP sur la mobilité des 
lymphocytes T au contact de cellules présentatrices de l’antigène en condition de non 
infection.  
 Pour réaliser cette étude, nous avons produit des lignées de lymphocytes T CD4+
primaires pour lesquelles l’expression de WASP a été inhibée par transduction avec un 
shRNA ciblant WASP. En contrôle, les lymphocytes T CD4+ ont été transduits avec un 
shRNA codant pour une séquence identique en nucléotides à celle ciblant WASP mais 
assembée dans le désordre. Ce modèle d’étude présente l’avantage, par rapport aux 
lymphocytes T de patients WAS, de prévenir les effets secondaires d’une réponse 
immunitaire non contrôlée, liés à l’absence de WASP. De plus, il nous a permis d’etudier la
rencontre des lymphocytes T avec des cellules présentatrices de l’antigène autologues.  
 De manière très surprenante, nous avons montré qu’en absence de WASP, les 
lymphocytes T CD4+ ont une mobilité exacerbée au contact des cellules présentatrices de 
l’antigène. En effet, leur vitesse moyenne de migration est augmentée. Nous avons montré 
que cette augmentation est due à une réduction de la durée des phases d’arrêt de migration des 
lymphocytes T déficients pour WASP. En effet, au contact des cellules présentatrices de 
l’antigène, une plus grande proportion de lymphocytes T conserve une morphologie allongée 
nécessaire à la migration et s’arrondie moins fréquement pour stopper la migration et interagir 
avec leurs partenaires.  
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Nous avons ensuite montré que l’exacerbation de la mobilité des lymphocytes T 
n’était pas liée à une réponse anormale aux chimiokines mais qu’elle était due à une 
augmentation du pourcentage de lymphocytes T capables d’adhérer, de s’allonger et de migrer 
en réponse à la stimulation de LFA-1 par ICAM-1. Moléculairement, ces défauts sont 
attribués à une distribution cellulaire de la forme de forte affinité de LFA-1 anormale.  
 En conséquence de cet excès de mobilité, nous avons observé un maintien favorisé de 
la survie homéostatique des lymphocytes T en absence de WASP, ainsi qu’une augmentation 
du seuil de détection des antigènes exogènes présentés par les cellules présentatrices de 
l’antigène. 
 Finalement nos résultats indiquent que WASP agit comme un frein sur la mobilité des 
lymphocytes T CD4+ au contact des cellules présentatrices de l’antigène pour permettre une 
interaction optimale avec ces cellules dans le contexte de la rencontre avec le soi.  
Résultats : WASP controls T cell scanning  
95
Résultats : WASP controls T cell scanning  
96
Résultats : WASP controls T cell scanning  
97
Résultats : WASP controls T cell scanning  
98
Résultats : WASP controls T cell scanning  
99
Résultats : WASP controls T cell scanning  
100
Résultats : WASP controls T cell scanning  
101
Résultats : WASP controls T cell scanning  
102
Résultats : WASP controls T cell scanning  
103
Résultats : WASP controls T cell scanning  
104
Résultats : WASP controls T cell scanning  
105
Résultats : WASP controls T cell scanning  
106
Résultats : WASP controls T cell scanning  
107
Résultats : WASP controls T cell scanning  
108
Résultats : WASP controls T cell scanning  
109
Supplementary Figure Legends  
Figure S1. WASP-deficient CD4+ T cells are hyper-motile at the contact with JY cells. (a)
Percentage of transmigrating shControl or shWASP CD4+ T cells following incubation with 
fixed JY cells in the absence of Ag at the indicated JY cell/T cell ratio. Data represent the 
results of one representative experiment out of 9.  (b) ShControl and shWASP CD4+ T cells 
alone or with JY cells were recorded during 120 min with a time lapse of 46.5 s. Motility 
tracks of 20 individual T cells and corresponding zooms centered around the starting location. 
Tracks of fast (mean velocity > 1.8 µm/min) and slow (mean velocity < 1.8 µm/min) 
migrating T cells are shown in red and black, respectively.  (c) Mean velocity of the T cells 
analyzed in B. Data are from 1 representative experiment out of 10 experiments performed 
with 4 donors. * p < 0.05 unpaired t test.  
Figure S2. WASP-deficient CD4+ T cells are hyper-motile at the contact with iDC.
ShControl and shWASP CD4+ T cells incubated with autologous iDC were recorded during 
120 min with a time lapse of 46.5 s. (a) Instantaneous velocity of 3 representative shControl T 
cells and 3 representative shWASP T cells.  (b) Number of pauses and pause duration, 
represented as mean ± SEM of 20 individual shControl and shWASP T cells. Results are 
representative of 4 experiments performed with 2 donors. ***p < 0.001 unpaired t test.  
Figure S3. CD4+ T cells isolated from WAS patients migrate normally toward CXCL12, 
CCL19 and CCL21. (a) CXCR4 and CCR7 expression on CD4+ T cells from a healthy donor 
and a WAS patient (WAS2). Stainings with corresponding isotype controls are shown in grey.  
(b) CD4+ T cells from a healthy donor and a WAS patient (WAS2) were seeded in the upper 
chamber of a Transwell and the lower chambers were filled with the indicated chemokines.
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The percentage of transmigrating cells was calculated as the fraction of CD4+ T cells that had 
migrated to the lower chambers within 2 h. Data correspond to the mean ± SEM of 3 
independent experiments. No statistical difference was revealed by a paired t test. (c) CD4+ T
cells from 4 healthy donors and from 3 WAS patients (WAS1, WAS2, WAS4) were seeded in 
the upper chamber of a Transwell and the lower chambers were filled with the indicated 
concentration of CXCL12. The percentage of transmigrating cells was calculated as the 
fraction of CD4+ T cells that had migrated to the lower chambers within 2 h. Note that each 
individual healthy donor or WAS patient is represented by a symbol (▲: WAS1 ; ● : WAS2 ;
■ : WAS4) and was tested once or twice. Mean ± SEM are shown. No statistical difference 
was revealed by a paired t test. (d) WASP expression analysis showing the proportion of 
WASP-expressing revertant CD4+ T cells in WAS4 patient before migration (input). The 
proportion of WASP-expressing CD4+ T cells was assessed in parallel in cells that had 
migrated toward the indicated concentration of CXCL12.
Video 1. Scanning of iDC by control T cells. GFP+ shControl CD4+ T cells were imaged at 
the contact with iDC by confocal microscopy (LSM 510, Carl Zeiss) during 61.28 min with a 
time-lapse of 43.8 s. Results are representative of 4 experiments performed.
Video 2. Scanning of iDC by WASP-deficient T cells. GFP+ shWASP CD4+ T cells were 
imaged at the contact with iDC by confocal microscopy (LSM 510, Carl Zeiss) during 61.28 
min with a time-lapse of 43.8 s. Results are representative of 4 experiments performed.
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The Wiskott-Aldrich syndrome protein permits assembly of a focused 
immunological synapse enabling sustained T-cell receptor signaling
Ronan Calvez, Fanny Lafouresse, Julie De Meester, Anne Galy, Salvatore Valitutti, and Loïc 
Dupré  
Haematologica (Calvez et al., 2011) 
La reconnaissance à la surface d’une cellule présentatrice de l’antigène du complexe 
CMH-II-peptide, par un lymphocyte T CD4+ conduit à une interaction prolongée entre les 2 
cellules et à la formation de la synapse immunologique (Grakoui et al., 1999; Monks et al., 
1998). Cette dernière nécessite le bon assemblage du cytosquelette d’actine (Valitutti et al., 
1995a). Il a été démontré que WASP était recruté à la synapse immunologique au niveau des 
rafts lipiques et était nécessaire à sa formation (Cannon and Burkhardt, 2004; Dupre et al., 
2002). En conséquence les lymphocytes T déficients pour WASP présentent des défauts de 
prolifération et de sécrétion de cytokines (Trifari et al., 2006). En revanche, le rôle particulier 
de WASP dans la formation dynamique de la synapse immunologique ainsi que dans son 
organisation moléculaire n’est pas connu.  
Pour étudier cette question, nous avons purifié et produit des lignées primaires de 
lymphocytes T CD4+ Vβ2 de patients WAS et de donneurs sains. Puis, nous avons observé 
par microscopie en 3-dimensions les synapses immunologiques formées au contact de cellules 
présentatrices de l’antigène (lymphocytes B transformés par le virus de l’EBV) chargées en 
TSST-1 (superantigène reconnus par le TCR Vβ2).
 Nous avons montré que les lymphocytes T CD4+ déficients pour WASP ont une 
morphologie anormalement allongée au contact des cellules présentatrices de l’antigène. De 
plus, l’actine des lymphocytes T de patients WAS n’est pas polarisée à la synapse 
immunologique mais les lymphocytes émettent des protrusions riches en actine en dehors de 
l’aire de contact cellulaire. Plus précisement, nous avons montré que les synapses 
immunologiques formées sont plus longues, que le MTOC n’est pas correctement polarisé à la 
synapse et que les phopho-tyrosines ne sont pas confinées à la synapse. La restauration de 
l’expression de WASP dans les lymphocytes T de patients par transduction avec un vecteur de 
thérapie génique corrige les défauts observés. Nous avons également étudié la dynamique de 
la formation de la synapse immunologique par microscopie confocale en temps réel. Nous 
avons observés que les synapses immunologiques formées par les lymphocytes T de patients 
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WAS ne sont pas stables. En effet, en accord avec leur morphologie allongée, les 
lymphocytes T de patients WAS sont très mobiles à la surface des cellules présentatrices de 
l’antigène. En parallèle, nous avons montré que le signal calcique résultant de cette interaction 
était erratique, plutôt que soutenu comme observés chez les lymphocytes T de donneurs sains.  
Finalement nos analyses dynamiques en temps réel et moléculaires en 3-dimensions 
montrent que suite à l’activation du TCR, WASP est nécessaire à la stabilisation du contact 
cellulaire ainsi qu’à l’organisation moléculaire de la synapse immunologique. 
RESULTATS : WASP drives immunological synapse focusing 
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DISCUSSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
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Les résultats présentés seront tout d’abord discutés d’un point de vue fondamental
autour de l’implication de WASP dans les différentes étapes permettant aux lymphocytes T de 
mettre en place la réponse immunitaire adaptative. La place de WASP en tant que régulateur 
du cytosquelette d’actine sera appréciée au niveau cellulaire puis au niveau moléculaire. Dans 
une seconde partie, les résultats obtenus seront discutés d’un point de vue 
physiopathologique.
I. Rôle de WASP dans la dynamique des lymphocytes T : point de 
vue fondamental
1. Au niveau cellulaire 
De part la fonction de régulateur du cytosquelette d’actine décrite pour la protéine 
WASP, il est rationnel d’imaginer que WASP soit impliquée dans toutes les fonctions pour 
lesquelles une bonne organisation du cytosquelette d’actine est requise. Dans ce travail, nous 
avons expérimenté le rôle de WASP dans les fonctions de mobilité des lymphocytes T et 
d’interaction avec les cellules présentatrices de l’antigène.
De manière surprenante, nous avons clairement montré que WASP n’était pas requit 
pour la migration dirigée par les chimiokines : CXCL12, CCL19 et CCL21 des 
lymphocytes T CD4+ in vitro. Ces résultats sont à première vue en désaccord avec une étude 
précédente montrant une diminution du pourcentage de migration des lymphocytes T CD3+ de 
patients WAS (Haddad et al., 2001). Contrairement à nos travaux qui ont consisté en l’étude 
de la migration d’une population purifiée en lymphocytes T CD4+, Haddad et al. ont évalué le 
pourcentage de lymphocytes T CD3+ en migration parmi les cellules mononuclées du sang 
périphérique. La réduction du pourcentage de lymphocytes T de patients WAS capable de 
migrer en réponse aux chimiokines pourrait s’expliquer dans l’étude de Haddad et al. par : 1/ 
un effet négatif des cellules mononuclées du sang périphérique WASP déficientes sur la 
migration des lymphocytes T ou 2/ un effet positif des cellules mononuclées du sang 
périphérique WASP positives sur la migration des lymphocytes T de donneurs sains. D’autre 
part, alors que nous avons étudié la migration de lymphocytes T CD4+ primaires, Haddad et 
al. ont analysés la migration de lymphocytes T CD3+ fraîchement isolés du sang. Des 
différences de proportion en lymphocytes T naïfs vs effecteurs/mémoires ainsi que de niveau 
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d’expression des récepteurs aux chimiokines peuvent être à l’origine des résultats 
contradictoires obtenus entre les 2 études. En revanche, bien que des défauts de migration 
vers les organes lymphoïdes secondaires aient été observés in vivo chez les souris WASP 
déficientes, la migration des lymphocytes T murins en réponse à la chimiokine CXCL12 n’est 
pas affectée par la déficience en WASP in vitro (Gallego et al., 2006). De même, in vitro, les 
lymphocytes T CD3+ murins déficients pour WASP migrent dans des proportions 
comparables en réponse à la chimiokine CXCL12, avant et après restauration de l’expression 
de WASP (Blundell et al., 2008). In vivo, nous avons également montré de manière indirecte 
dans une étude précédente (Cf. Annexe 1), que l’expression de WASP présente un avantage 
sélectif à la migration des lymphocytes T vers les organes lymphoïdes secondaires (Trifari et 
al., 2010). Suite à une mutation corrective spontanée, une partie des lymphocytes T du patient 
WAS étudié dans ce travail ré-exprime WASP. Chez ce patient, la proportion de lymphocytes 
T WASP positifs observée dans la rate est largement augmentée en comparaison à celle notée 
dans le sang. Finalement, l’origine des défauts de migration des lymphocytes T vers les 
organes lymphoïdes secondaires observés in vivo en absence de WASP est à chercher ailleurs 
que dans leur capacité à migrer en réponse aux chimiokines et reste à être identifiée.  
 La réponse à cette question réside peut être dans un défaut des lymphocytes T 
déficients pour WASP à s’extravaser à travers les HEV, passage obligé pour l’entrée dans les 
organes lymphoïdes secondaires. En effet, le processus de transmigration diffère de la 
migration en 2 ou 3-dimensions à plusieurs niveaux. Tout d’abord, elle a lieu dans un 
environnement mouvementé par le flux sanguin et par conséquent requiert une forte adhésion 
des lymphocytes T aux cellules endothéliales. Ensuite, elle implique qu’à travers cette 
interaction, les lymphocytes T scannent la surface des cellules endothéliales pour finalement 
trouver le lieu de leur passage à travers ou entre les cellules endothéliales. La majorité des 
cellules du système immunitaire vont émettre des protrusions riches en actine à la surface des 
HEV qui vont faciliter le passage trans-endothélial (Muller, 2011). Ce n’est que très 
récemment que la formation de protrusions capables de palper la surface des cellules 
endothéliales a été observée sur les lymphocytes T (Carman et al., 2007; Shulman et al., 
2012). Alors que Carman et al. ont décrit des protrusions de type podosome à la surface des 
lymphocytes T interagissant avec les cellules endothéliales, Shulman et al. ont rapporté des 
protrusions adhésives et invasives comparables aux filopodes. Dans les 2 études, l’absence 
des protrusions décrites conduit à un défaut de transmigration des lymphocytes T. En accord 
avec le rôle clairement établi de WASP dans la formation de podosomes par les macrophages 
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et les cellules dendritiques (Burns et al., 2001; Calle et al., 2004; Linder et al., 1999), Carman 
et al. ont montré qu’en absence de WASP, les protrusions de type podosome ne sont plus 
formées à la surface des lymphocytes T. En conséquence, leur passage trans-cellulaire est très 
largement réduit alors que leur passage para-cellulaire n’est pas affecté (Carman et al., 2007). 
Le passage trans-cellulaire étant minoritairement utilisé par les lymphocytes T par rapport au 
passage para-cellulaire (Marchesi and Gowans, 1964), ces résultats ne semblent pas suffisants 
à eux seuls pour expliquer la réduction de la migration lymphocytaire vers les organes 
lymphoïdes secondaires en absence de WASP. Alors que de manière surprenante, aucune 
distinction dans les molécules d’adhésion impliquées dans les passages trans- et para-
endothélial n’a été rapportée, WASP apparaît comme impliqué seulement dans le passage 
trans-cellulaire. Par conséquent, il serait intéressant de comprendre si les protrusions formées 
à la surface des lymphocytes T sont distinctes pour les 2 types de passage. On se demande 
également, si le cytosquelette d’actine est nécessaire et contrôlé par d’autres régulateurs que 
WASP pour le passage para-cellulaire. Enfin, on peut envisager que les protrusions décrites 
par Shulman et al., de nature différente de celles décrites par Carman et al. soient strictement 
impliquées dans le passage para-cellulaire ou dans des étapes distinctes de la diapédèse. 
  
A l’instar des macrophages qui sont capables d’adapter leur mode de migration à leur
environnement (Van Goethem et al., 2010), nous avons tenté de comprendre si les 
lymphocytes T pouvaient former des protrusions invasives/dégradatrices  pour  migrer dans 
des tissus denses. Nous avons montré qu’ils n’étaient pas capables de pénétrer dans des 
matrices denses de Matrigel alors qu’ils traversent rapidement des matrices de collagène (Cf.
Annexe 2). En parallèle, nous avons testé leur capacité à former des protrusions invasives de 
type podosome et à dégrader la matrice extracellulaire. Sur les différents substrats testés 
(fibronectine, ICAM-1) et dans les différentes conditions de stimulations expérimentées 
(PMA, CXCL12), nous n’avons pas observé la formation de podosome à la surface des 
lymphocytes T. Ces cellules n’étaient également pas capables de dégrader la matrice. En 
accord avec ces résultats, nous avons également montré que la migration des lymphocytes T 
dans des matrices de collagène de différentes densités n’est pas affectée par la déficience en 
WASP (résultats non présentés).  
Jusque très récemment, des protrusions de type podosome/filopode n’avaient été 
observées à la surface des lymphocytes T qu’au contact des cellules endothéliales (Carman et 
al., 2007; Schumann et al., 2010). La morphologie plane de ces cellules permet d’observer par 
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microscopie la zone de contact entre le lymphocyte T et la cellule endothéliale dans un plan 
focal et à haute résolution. L’intérêt particulier des cellules endothéliales réside aussi dans 
leur fonction de cellules présentatrices de l’antigène pour les lymphocytes T 
effecteurs/mémoires (Perez et al., 1998; Shiao et al., 2007). En effet, il a été montré qu’après 
induction de l’expression des molécules de CMH-II par stimulation avec de l’IFN-γ, les 
cellules endothéliales sont capables d’activer des lymphocytes T effecteurs/mémoires. Ainsi, 
l’étude de l’interaction entre une cellule endothéliale et un lymphocyte T présente les mêmes 
avantages en termes de résolution d’image que le modèle artificiel, développé par le groupe 
de M. Dustin, des bicouches lipidiques et des anticorps anti-CD3 adsorbés sur un support en 
verre (Dustin et al., 2007). Ce modèle d’étude a permit à Sage et al. de montrer dans des 
travaux très récents que les lymphocytes T établissent des protrusions de type invadosome 
(invadopode/podosome) leur permettant d’interagir étroitement avec les cellules endothéliales
(Sage et al., 2012). Dans le modèle des bicouches lipidiques, ces protrusions sont également 
formées par les lymphocytes T, mais leur observation est délicate car elles sont quelques peu 
réprimées par la rigidité de la surface avec laquelle elles interagissent. Finalement, les auteurs 
de ces travaux ont aussi observé des invadosomes à la zone de contact entre un lymphocyte T 
et une cellule présentatrice de l’antigène conventionnelle (lymphocytes B, cellules 
dendritiques) en analysant finement les conjugués établis dans le plan focal du microscope.  
La formation des invadosomes précède la signalisation calcique et favorise l’activation 
lymphocytaire. Au regard de ces résultats, les auteurs proposent le terme de podo-synapse 
pour décrire ce type d’interaction. Les molécules classiquement recrutées à la synapse 
immunologique (TCR, PKC-θ, Zap-70, P-Tyr) sont aussi enrichies dans ces structures. Les 
invadopodes sont également enrichis en molécules classiquement observées dans les 
invadosomes/podosomes (LFA-1, F-actine, taline).  Précédemment des microcontacts enrichis 
en F-actine, WASP et TCR avaient aussi été observés à la surface des lymphocytes T 
(Bunnell et al., 2002; Seminario and Bunnell, 2008). L’ensemble de ces résultats suggère un 
rôle de WASP dans la formation de ces protrusions nouvellement identifiées sur les 
lymphocytes T mais très bien caractérisées à la surface des macrophages et des cellules 
dendritiques (Burns et al., 2001; Calle et al., 2004; Linder et al., 1999). Un défaut de 
formation des invadosomes des lymphocytes T en absence de WASP, pourrait expliquer 
l’instabilité des synapses immunologiques formées avec les cellules présentatrices de 
l’antigène et l’hypo-activation lymphocytaire qui en résulte. Dans le contexte des rencontres 
des lymphocytes T avec les cellules présentatrices de l’antigène en absence d’antigène, un 
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défaut de formation des invadosomes en absence de WASP pourrait expliquer la diminution 
de la durée des arrêts de migration à l’origine de l’hypermobilité des lymphocytes T.  
Finalement, de nombreuses questions restent en suspens autour de la formation des 
protrusions de types podosomes à la surface des lymphocytes T. Ces structures ont été 
observées uniquement lorsque les lymphocytes sont au contact de partenaires cellulaires. On 
peut se demander alors si le contact cellulaire est nécessaire à la formation de ces protrusions. 
Dans ce cas quel serait le mécanisme d’induction des protrusions par les partenaires 
cellulaires ? Il est également possible que ces protrusions soient aussi formées en absence de 
partenaires cellulaires. Au contact de la matrice extracellulaire, les protrusions des 
lymphocytes T pourraient être réprimées et par conséquent plus difficiles à mettre en 
évidence. Ainsi dans notre étude, la résolution microscopique a pu être une limite à leur 
observation (Cf. Annexe 2). D’autre part, nos tentatives de mise en évidence de ces 
protrusions ont été réalisées seulement sur cellules fixées, après marquage des molécules 
connues comme enrichies dans ce type de structure : F-actine, vinculine, taline, cortactine, 
WASP (Cf. Annexe 2 et résultats non présentés). Il serait intéressant de poursuivre ce travail, 
par des observations sur cellules vivantes en temps réel. Avec cet objectif, nous avons 
transfecté des lymphocytes T avec un plasmide codant pour la lifeAct couplée à la protéine de 
fluorescence mcherry (Figure 16). Malgré un faible pourcentage de cellules transfectées et 
une mortalité cellulaire élevée, les résultats obtenus sont prometteurs en termes de qualité de 
marquage de l’actine. En effet, nous sommes capables de visualiser de manière très fine, la 
dynamique des protrusions riches en actine émises par les lymphocytes T.  
Figure 16 : Observation en temps réel de la dynamique de l’actine d'un lymphocyte T. 
Séquence d’images représentant un lymphocyte T CD4+ transfecté avec un plasmide codant pour la lifeAct-
mcherry (rouge) au contact d’un lymphocyte B (JY). Images réalisées sur un microscope confocal 510, objectif 
63X, zoom 3. Superposition de la transmission (DIC) et de la fluorescence mcherry. 
Nous pourrions également utiliser la microscopie électronique pour mettre en évidence 
l’existence ou non de ces protrusions sur les lymphocytes T au contact de la matrice 
extracellulaire. Enfin, un challenge pour le futur serait de prouver l’existence des protrusions 
de type podosome à la surface des cellules présentatrices de l’antigène observées in vitro,
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dans des systèmes in vivo et d’en étudier la dynamique. A nouveau, la microscopie 
électronique serait un outil précieux pour observer ces structures à la surface des lymphocytes 
T comme cela a été montré au niveau des HEV de vaisseaux inflammés chez le cochon d’Inde
(Carman et al., 2007; Shulman et al., 2009). La dynamique des protrusions pourraient être 
suivie par marquage des lymphocytes T avec de la lifeAct-couplée à une protéine fluorescente 
et/ou avec des anticorps (Fab) non-bloquants anti-LFA-1 (clone 24 : reconnaissant la 
conformation de haute affinité de LFA-1), couplés à une protéine fluorescente (Smith et al., 
2005; Starnes et al., 2011). Les lymphocytes T seraient observés par microscopie confocale en 
temps réel au contact des cellules endothéliales chargées en antigène.  
Une étape très peu étudiée et pourtant clef dans l’activation des lymphocytes T est leur 
rencontre avec les cellules présentatrices de l’antigène chargées en antigène du soi. Lors 
de ces interactions les cellules présentatrices de l’antigène induisent la mobilité des 
lymphocytes T, leur survie et leur activation homéostatique (Delon et al., 1998; Kondo et al., 
2001; Real et al., 2004; Revy et al., 2001). De manière très surprenante, nous avons montré 
que dans cette étape WASP agit comme un frein à la mobilité des lymphocytes T induite par 
les cellules présentatrices de l’antigène. Les conséquences à l’hyper-mobilité des lymphocytes 
T déficients pour WASP sont : 1/ une élévation du seuil du signal d’arrêt de migration induit 
par la reconnaissance des complexes CMH-peptide et 2/ une augmentation de la survie 
cellulaire. Nous avons également tenté de comprendre qu’elles pouvaient être les 
conséquences de l’hyper-mobilité lymphocytaire observée en absence de WASP sur 
l’activation homéostatique. Pour cela nous avons mesuré l’expression des marqueurs 
d’activation précoce : CD25, CD40L et CD69 à la surface des lymphocytes T, après 24, 48 et 
72 heures de culture en présence ou en absence de cellules dendritiques immatures (Figure 17
et résultats non présentés). Dans notre système, la présence de cellules dendritiques ne 
conduit pas de manière reproductible à une augmentation de l’expression des marqueurs 
d’activation précoce sur les cellules WASP positives (shControl) ou WASP négatives 
(shWASP). En contrôle positif, nous avons vérifié que la présence de TSST-1 à la surface des 
cellules dendritiques augmentait le niveau d’expression des marqueurs d’activation étudiés. 
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Figure 17 : Expression de CD25, CD40L et CD69 à la surface des lymphocytes T incubés seuls ou en 
présence de cellules dendritiques immatures.
Les lymphocytes T CD4+ WASP positifs (shControl) ou WASP négatifs (shWASP) ont été incubés pendant 24h 
seuls ou en présence de cellules dendritiques non-chargées (unpulsed iDC) ou chargées en TSST-1 (Ag pulsed 
iDC). L’expression des marqueurs d’activation précoce : CD25, CD40L et CD69 a été mesurée à la surface des 
lymphocytes T GFP+ transduits avec les vecteurs shControl ou shWASP codant pour la GFP.
Sans plus de succès, nous avons également analysé la prolifération des lymphocytes T au 
contact de cellules dendritiques immatures non chargées en antigène, par dilution du CFSE ou 
incorporation de thymidine tritiée après différents temps de culture. Le paramètre le plus 
étudié précédemment pour révéler une activation homéostatique des lymphocytes T par les 
cellules présentatrices de l’antigène est la mesure des flux calciques dans les lymphocytes T 
(Delon et al., 1998; Real et al., 2004; Revy et al., 2001). Dans notre modèle, il serait par 
conséquent intéressant de suivre en temps réel la fluctuation du calcium lymphocytaire au 
contact des cellules dendritiques. Au regard de l’hyper-mobilité et de la survie favorisée des 
lymphocytes T en absence de WASP, on pourrait s’attendre à une augmentation de l’intensité 
maximale des flux calciques et/ou à un meilleur maintien de la signalisation. Néanmoins, bien 
que la signalisation calcique soit le reflet d’une activation lymphocytaire, elle est également 
observée au cours de la migration lymphocytaire et précède les arrêts de migration. Ainsi 
l’analyse de la fluctuation calcique apparaît délicate dans notre système et devra être associée 
à une analyse morphologique rendant compte de l’activité du lymphocyte T.      
L’activation homéostatique diminue le seuil d’activation antigène spécifique 
(Stefanova et al., 2002). Il serait par conséquent intéressant d’étudier dans le contexte de la 
déficience en WASP les conséquences de l’activation homéostatique sur la rencontre 
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successive avec des cellules dendritiques chargées en antigène pathogène. Des paramètres non 
modifiés par l’absence de WASP dans l’activation antigénique devront être analysés afin de 
les dissocier des conséquences de l’activation homéostatique en absence de WASP. 
L’internalisation du TCR n’étant pas affectée par la déficience en WASP dans le contexte de 
l’activation antigénique, elle représente un paramètre de choix pour cette étude. On peut 
également se demander si l’hyper-mobilité des lymphocytes T observée en absence de WASP 
favorise la recherche des rares cellules présentatrices de l’antigène chargées en antigène 
spécifique. Dans notre modèle, nous avons montré que la mobilité accrue des lymphocytes T 
WASP déficients ne leur permet pas de scanner une région plus large au cours des 2 heures 
d’acquisition réalisées. En effet, les lymphocytes T sont confinés aux cellules dendritiques 
avoisinantes. Il serait pertinent d’analyser l’impact de la déficience en WASP sur la mobilité 
des lymphocytes T dans l’environnement complexe qu’est l’organe lymphoïde secondaire. En 
effet, notre modèle d’étude s’affranchit des chimiokines sécrétées par les cellules stromales, 
du réseau de FRC et de l’organisation en zone des organes lymphoïdes secondaires, qui sont 
autant de paramètres qui influencent la mobilité lymphocytaire. Nous pourrions étudier la 
mobilité des lymphocytes T humains WASP déficients dans des explants tissulaires par 
microscopie biphotonique. Ce travail pourrait également être réalisé dans des modèles 
d’animaux WASP déficients.  
Nos travaux ont aussi montré qu’une plus grande proportion de lymphocytes T 
déficients pour WASP présente une morphologie allongée au contact des cellules 
dendritiques ou de la molécule d’adhésion ICAM-1. Nous pouvons imaginer qu’en absence 
de WASP, les lymphocytes T sont moins rigides si l’on considère que leur cytosquelette est 
moins bien organisé. Une moindre rigidité faciliterait la déformation cellulaire et par 
conséquent le passage à travers les pores étroits des membranes dans nos expériences de 
Transwell. Cette hypothèse est soutenue par le phénotype des lymphocytes T déficients en 
septines, une famille de protéines qui s’associe aux fibres de stress (Tooley et al., 2009). En 
absence de septines, les lymphocytes T perdent leur rigidité, s’allongent anormalement et leur 
transmigration en Transwell est augmentée. Afin d’évaluer la rigidité des lymphocytes T 
WASP déficients, nous pourrions mesurer la déformabilité des lymphocytes T par une analyse 
microscopique de leur morphologie en 3-dimensions, comme réalisé précédemment (Faure et 
al., 2004).  
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En parallèle de l’augmentation de la proportion de lymphocytes T allongés en absence 
de WASP, nous avons mesuré une augmentation du pourcentage de cellules adhérentes à 
ICAM-1. Ceci corrèle avec notre observation de l’augmentation du pourcentage de conjugués 
formés avec les cellules présentatrices de l’antigène non chargées en antigène. De plus, 
l’inactivation des molécules ERM dans les lymphocytes T conduit à une augmentation de 
l’adhésion aux cellules présentatrices de l’antigène chargées ou non en antigène exogène,
associée à une perte de rigidité cellulaire (Faure et al., 2004). Puisqu’il a été montré que 
l’adhésion à ICAM-1 diminue le seuil de détection des antigènes présentés à la surface des 
cellules présentatrices de l’antigène (Randriamampita et al., 2003), il est envisageable qu’en 
absence de WASP la détection des antigènes du soi par les lymphocytes T soit augmentée. 
Pour étudier cette hypothèse, en complément des expériences proposées précédemment pour 
évaluer l’activation homéostatique, nous pourrions traiter les lymphocytes T avec des 
anticorps bloquants dirigés contre LFA-1.  
Les contacts établis par les lymphocytes T naïfs avec les cellules dendritiques 
matures sont plus stables que ceux réalisés avec les cellules dendritiques immatures, même 
en absence d’antigène (Benvenuti et al., 2004). D’autre part, Kaiser et al. ont montré que les 
cellules dendritiques matures mais pas les immatures, induisent la mobilité des lymphocytes T 
naïfs (Kaiser et al., 2005). Notre étude de la rencontre entre lymphocytes T 
effecteurs/mémoires et cellules présentatrices de l’antigène en absence d’antigène exogène a 
été réalisée avec des cellules dendritiques immatures. Compte tenu de la divergence du 
potentiel des cellules dendritiques en fonction de leur état de maturation, il serait intéressant 
de reproduire notre étude au contact de cellules dendritiques matures. Les défauts observés en 
absence de WASP pourraient être exacerbés dans ces conditions. Il serait également pertinent 
d’étudier la mobilité des lymphocytes T naïfs WASP déficients, au contact de cellules 
dendritiques non chargées en antigène. Cependant, notre accès très limité aux échantillons 
sanguins de patients et l’incompatibilité de notre stratégie d’inhibition de l’expression de 
WASP avec la conservation d’un phénotype naïf pour les lymphocytes T, ne nous ont 
techniquement pas permis d’étudier cette question. Ce travail pourrait en revanche être réalisé 
chez l’animal WASP déficient. 
Nous avons étudié les effets de la déficience en WASP dans les lymphocytes T sur 
leur mobilité et leur rencontre avec les cellules présentatrices de l’antigène. Cependant, il est 
important de ne pas omettre que chez les patients WAS, toutes les cellules du système 
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immunitaire sont déficientes pour WASP, y compris les cellules présentatrices de l’antigène. 
Quelles sont conséquences de la déficience en WASP dans les cellules dendritiques sur 
les lymphocytes T ? Cette question a été étudiée chez la souris WASP déficiente au niveau 
des organes lymphoïdes secondaires par microscopie biphotonique (Pulecio et al., 2008). Les 
auteurs de ces travaux montrent que la durée des contacts établis entre les cellules 
dendritiques WASP déficientes et les lymphocytes T CD8 naïfs sauvages en présence 
d’antigène est réduite alors que la déficience en WASP n’a pas d’effet sur les rencontres en 
absence d’antigène. De plus, la mobilité des lymphocytes T CD8 naïfs sauvages dans les 
organes lymphoïdes de souris WASP déficiente est augmentée et en conséquence leur 
activation est diminuée. On imagine facilement une sommation des défauts observés dans le 
contexte d’une rencontre entre une cellule dendritique et lymphocyte T tous deux déficients 
en WASP.   
Une forte homologie de séquence et une grande conservation de l’organisation en 
domaines ont été rapportées entre WASP, N-WASP et les protéines de la famille de WAVE. 
Par conséquent, une compensation de la perte d’expression de WASP par ses homologues
est envisageable. Dans les macrophages, il a été montré que WASP et N-WASP jouaient des 
rôles différents dans la formation des podosomes (Nusblat et al., 2010). Cependant, la 
surexpression de N-WASP dans des macrophages déficients pour WASP permet une 
restauration de la formation des podosomes (Isaac et al., 2010).  Dans les lymphocytes T de 
patients WAS, il n’a pas été observé d’augmentation de l’expression de N-WASP ou de 
WAVE-2 en condition de non stimulation et de stimulation par des anticorps anti-CD3 
(résultats non présentés, Ronan Calvez). En revanche, nous n’avons pas vérifié le niveau 
d’activation de ces molécules.
2. Au niveau moléculaire
Dans cette section nous discuterons de la place de WASP dans les cascades de 
signalisation conduisant à la polymérisation du cytosquelette d’actine suite à l’activation des 
récepteurs aux chimiokines, du TCR et de LFA-1 à la membrane.  
En tant que régulateur du cytosquelette d’actine WASP intègre et transmet les signaux 
provenant des récepteurs membranaires pour remodeler le cytosquelette d’actine et ainsi 
permettre à la cellule d’exercer ses fonctions. A priori, nous pourrions imaginer qu’en absence 
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de WASP aucune protrusion membranaire riche en actine n’est formée suite à l’activation des 
récepteurs aux chimiokines, du TCR ou de LFA-1. A l’inverse, nos résultats et ceux de 
d’autres groupes montrent qu’en absence de WASP de nombreuses protrusions membranaires 
sont formées mais leur localisation et leur structure sont anormales (Calvez et al., 2011; 
Gallego et al., 2006; Gallego et al., 1997). 
Le groupe de J. Bertoglio a montré dans des lignées de lymphocytes T que la 
stimulation par la chimiokine CXCL12 induisait l’activation de Cdc42 et son association 
avec WASP (Haddad et al., 2001). De plus, le blocage de l’interaction entre Cdc42 et WASP 
résulte en une perte de l’activité chimiotactique des lymphocytes T en réponse à CXCL12.
Comme discuté précédemment nos travaux sont en désaccord avec cette étude et montre que 
WASP n’est pas nécessaire à la migration des lymphocytes T CD4+ en réponse aux 
chimiokines in vitro. Cependant, nous avons montré dans une étude précédente (Cf. Annexe 
1) que WASP colocalise au front de migration avec la F-actine et à l’uropode avec le MTOC 
en réponse à la chimiokine CXCL12 (Trifari et al., 2010). Il serait intéressant d’étudier ici 
l’activité de WASP au front de migration et à l’uropode en dynamique. En effet, on peut 
envisager que dans notre modèle cellulaire, WASP soit impliqué dans la voie de signalisation 
sous les récepteurs aux chimiokines mais qu’en son absence des mécanismes de compensation 
se mettent en place. Pour cela, nous pourrions transfecter nos cellules avec un biosenseur de 
WASP de type split-YFP (Figure 16) (Lim et al., 2007).  
Figure 18 : Principe de fonctionnement du biosenseur WASP. 
Sous sa forme inactive, la protéine WASP adopte une conformation repliée d’auto-inhibition. L’interaction 
intramoléculaire de WASP est levée par son activation. Le fluorochrome YFP est scindé en 2 à chaque extrémité 
de la protéine. Ce dernier ne pourra être excité (Ex) à 475 nm que lorsque ces 2 fragments seront en interaction,
c'est-à-dire lorsque WASP adoptera une conformation inactive. Dans ce cas, l’émission (Em) de fluorescence 
sera détectée à 530 nm.   
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Le principe de ce biosenseur repose sur le changement de conformation de WASP entre sa 
forme inactive et active. Le fluorochrome YFP scindé en 2 est greffé à chaque extrémité de la 
protéine WASP et n’est par conséquent excitable que lorsque WASP est sous sa forme 
inactive. Il serait également pertinent de mesurer le niveau d’activation du complexe Arp2/3 
(molécule effectrice de WASP) dans les lymphocytes WASP positifs et WASP négatifs 
stimulés par la chimiokine CXCL12.     
Suite à l’activation du TCR, il a été montré que Zap-70 s’accumule au niveau des 
rafts lipidiques qui sont requis pour former la synapse immunologique (Dykstra et al., 2003; 
Sasahara et al., 2002). Le recrutement de Zap-70 conduit à l’accumulation de Cdc42, sous sa 
forme liée au GTP, à la synapse immunologique puis à la phosphorylation de Slp-76 (Zeng et 
al., 2003). Slp-76 recrute alors WASP et Vav-1. L’activation de Cdc42 par Vav-1 conduit à 
l’activation de WASP. Il a aussi été montré que WASP pouvait être activé à la synapse 
immunologique par phosphorylation par la kinase Fyn. Nos résultats précisent le rôle de 
WASP dans la dynamique de la formation de la synapse immunologique. En effet, ils 
montrent que WASP n’est pas requis pour l’engagement du TCR mais qu’il est impliqué dans 
l’organisation moléculaire de la synapse immunologique. Par conséquent, il serait intéressant 
d’étudier la dynamique des microregroupements de TCR et des molécules associées en 
absence de WASP lors de la formation de la synapse immunologique.   
Nous avons également montré que la protéine WASP n’est pas impliquée dans la 
signalisation « inside-out » induite par les chimiokines et conduisant au changement de 
conformation de LFA-1. En effet, dans notre étude le traitement par la chimiokine CXCL12 
de lymphocytes T CD4+ inhibés pour WASP induit une augmentation de l’expression des 
conformations d’affinité intermédiaire et forte de LFA-1 comparable à celle observée sur les 
lymphocytes T CD4+ contrôles. Des résultats similaires ont été observés dans les lymphocytes 
T CD4+ de patients WAS (résultats non présentés). Nos données sont aussi en accord avec 2 
études précédentes montrant que Cdc42, la protéine activatrice principale pour WASP, ne 
joue pas de rôle sur l’activation de LFA-1 induite par les chimiokines (Bolomini-Vittori et al., 
2009; Shulman et al., 2009). Toutefois, une étude récente a montré que WASP serait 
nécessaire pour remplir cette même fonction dans les NK (Stabile et al., 2010).  
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L’engagement de la conformation de forte affinité de LFA-1 (signalisation 
« outside-in ») à la surface des lymphocytes T avec son ligand ICAM-1 est impliqué à la fois 
dans les phases de migration et d’arrêt de migration (Shulman et al., 2009). Ceci apparaît à 
première vue contradictoire. La distinction entre migration et arrêt de migration réside dans 
l’engagement des protrusions membranaires riches en conformation de forte affinité de LFA-
1 avec ICAM-1. En effet, alors qu’un engagement stable de LFA-1 avec ICAM-1 est 
nécessaire à l’arrêt de migration, un engagement cyclique constant est indispensable à la 
migration lymphocytaire. Ce mécanisme a été décrit pour les lymphocytes T effecteurs à la 
surface des cellules endothéliales et sur des surfaces adsorbées avec la molécule ICAM-1. 
Puisque les cellules dendritiques expriment également ICAM-1 à leur surface et que les 
cellules endothéliales ont aussi été décrites comme des cellules présentatrices de l’antigène, 
on peut envisager que le même type de protrusions membranaires soit formé par les 
lymphocytes T au contact des cellules dendritiques. En support de cette hypothèse, la 
formation de prolongements membranaires de type filopode enrichis en conformation de forte 
affinité de LFA-1 a été observée à la surface des lymphocytes T au contact de cellules 
dendritiques (Sage et al., 2012).  
Dans notre étude nous avons observé que la conformation de forte affinité de LFA-1 n’était 
pas confinée à la région centrale de la cellule en migration mais était dispersée jusque dans 
l’uropode. Cette dispersion est en faveur d’un allongement cellulaire et de l’adhésion. 
Cependant la dispersion de LFA-1 explique t-elle la diminution des temps d’arrêt cellulaire 
observée en absence de WASP ? Si l’on se réfère aux travaux de Shulman et al., l’instabilité 
des phases d’arrêt de migration devrait se traduire par une réduction du temps d’engagement 
de la conformation de forte affinité de LFA-1 avec ICAM-1. De même, on peut imaginer un 
lien entre l’instabilité des synapses immunologiques formées en absence de WASP et une 
réduction du temps d’engagement de LFA-1 avec ICAM-1. Ceci pourrait également expliquer 
les défauts de reformation de la synapse immunologique observés en absence de WASP (Sims 
et al., 2007). Il apparaît donc important de suivre en temps réel l’engagement cyclique de 
LFA-1 dans les contextes de la mobilité induite par les cellules dendritiques immatures et lors 
de la formation de la synapse immunologique. Cela pourrait être réalisé par marquage de la 
conformation de haute affinité de LFA-1 avec des anticorps (Fab) non-bloquants couplés à
une protéine fluorescente (Smith et al., 2005). 
En poursuivant  notre réflexion autour de cette hypothèse, on peut imaginer que WASP aurait 
un rôle équivalent à celui proposé pour la formation et le désassemblage des podosomes à la 
surface des monocytes (Figure 19), dans l’engagement et le désengagement des protrusions 
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membranaires riches en LFA-1 dans les lymphocytes T (Monypenny et al., 2011). En effet, il 
a été montré un défaut de formation des podosomes à la surface des monocytes, des 
macrophages et des cellules dendritiques déficientes pour WASP (Burns et al., 2001; Calle et 
al., 2004; Linder et al., 1999). Plus récemment, il a également été montré que la forme active 
de WASP était aussi impliquée dans la dissolution de ces structures à travers son clivage par 
la calpaïne (Macpherson et al., 2012).  
Figure 19 : Assemblage et dissolution des podosomes par WASP. 
(A) La liaison de facteurs solubles tels que les chimiokines à leur récepteur, conduit au recrutement et à 
l’interaction de la PI3K, de Cdc42, de WASP et de WIP. Le recrutement de GEF conduit à l’activation de 
Cdc42, de WASP puis à l’activation du complexe Arp2/3, qui induit la polymérisation de l’actine. (B) Les 
intégrines sous leur conformation de forte affinité sont alors recrutées au niveau des filaments d’actine naissants.
WASP et WIP sont impliqués dans la liaison entre les filaments d’actine et les intégrines. Les podosomes sont 
ainsi formés (C) Les intégrines sous leur conformation de forte affinité s’engagent alors avec ICAM-1. Cet 
engagement conduit à une nouvelle vague d’activation de la PI3K et de Cdc42, conduisant à l’activation de 
WASP, du complexe Arp2/3 et à la polymérisation du cytosquelette d’actine. Ceci engendre une stabilisation des 
podosomes formés. (D) L’activation de la calpaïne conduit au clivage de WASP et de la taline résultant en la 
dissolution des podosomes. D’après (Monypenny et al., 2011). 
De plus l’inhibition de Cdc42 par la Secramine A diminue le pourcentage de cellules en 
migration sur une surface adsorbée en ICAM-1, ainsi que la formation des protrusions 
membranaires riches en LFA-1.   
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II. Rôle de WASP dans la dynamique des lymphocytes T : point de 
vue physiopathologie
Il est généralement admis que les lymphocytes T jouent un rôle majeur dans la 
physiopathologie de WAS. Face à la sévérité de la maladie, les défauts de fonction des 
lymphocytes T déficients pour WASP n’apparaissent pas aussi drastiques que pensé. En 
revanche, ils touchent la majorité des « étapes de vie » de ces cellules. Les manifestations 
cliniques graves des patients seraient donc à relier à une accumulation de « petits » défauts 
plutôt qu’à la perte totale de l’une de leurs fonctions. Au delà des lymphocytes T, toutes les 
cellules du système immunitaire sont touchées par la déficience en WASP et la majorité de 
leurs fonctions sont aussi impactées. Nous avons vu que la réduction de fonction de certaines 
cellules du système immunitaire (les cellules dendritiques notamment) a des répercutions sur 
l’activité des lymphocytes T. C’est donc une sommation de défauts qui serait à l’origine de la 
physiopathologie de WAS.  
Un paradoxe d’ordre immunologique non résolus dans la physiopathologie de WAS 
réside dans le développement d’une immunodéficience se manifestant par des infections 
récurrentes et des cancers, parallèlement à des maladies auto-immunes rendant compte d’une 
exacerbation de la réponse immunitaire. Ce paradoxe est commun à de nombreuses 
immunodéficiences primaires et est aujourd’hui encore mal compris (Schuetz et al., 2010).  
Les résultats obtenus au cours de ma thèse complètent nos connaissances sur l’origine de 
l’immunodéficience et des manifestations auto-immunes et apportent des pistes à explorer 
dans le futur.  
L’immunodéficience observée en absence de WASP est aisément reliée à la réduction 
de l’activation des lymphocytes T. Alors qu’in vitro la réduction de l’activation des 
lymphocytes T suite à leur stimulation avec des anticorps anti-CD3 est tout d’abord apparue 
drastique, ce défaut s’est révélé bien moins prononcé dans le contexte d’une activation plus 
physiologique, par les cellules présentatrices de l’antigène (Cannon and Burkhardt, 2004; De 
Meester et al., 2010). Dans notre étude nous avons montré qu’en amont de l’activation 
lymphocytaire induite par les cellules présentatrices de l’antigène, WASP est nécessaire aux 
lymphocytes T pour migrer et scanner la surface des cellules présentatrices de l’antigène à la 
recherche de leur antigène spécifique. Nous avons aussi montré que WASP est impliquée 
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dans la qualité des rencontres, dans la formation de la synapse immunologique ainsi que dans 
son organisation moléculaire et sa stabilité. Ainsi, la sommation des défauts observés en 
absence de WASP dans les différentes étapes conduisant à l’activation lymphocytaire pourrait 
expliquer l’immunodéficience observée chez les patients WAS.  
L’origine des désordres auto-immuns apparaît plus floue dans le contexte de la 
déficience en WASP. Etant donné que les manifestations autoimmunes apparaissent 
tardivement dans le développement de la maladie, il a été proposé qu’elles soient le résultat 
d’une mauvaise clairance des pathogènes et de leurs antigènes suite à des infections
récurrentes (Fairweather et al., 2001). Les infections chroniques mèneraient à un 
environnement inflammatoire à l’origine de dommages tissulaires et cellulaires importants. 
Ainsi l’environnement immunogène pourrait être à l’origine des développements 
autoimmuns. 
Le développement de maladies auto-immunes chez les patients WAS est aussi expliqué par 
une activation exacerbée des lymphocytes B et des défauts d’activation et de fonctions 
effectrices des lymphocytes T régulateurs (Becker-Herman et al., 2011; Marangoni et al., 
2007).  
Nous avons montré qu’en absence de WASP, les contacts entre lymphocytes T 
effecteurs et cellules présentatrices de l’antigène sont instables et que la synapse 
immunologique est désorganisée sur un plan moléculaire. Ces défauts contribuent à 
l’hypoactivation lymphocytaire observée en absence de WASP. De la même façon, il serait 
aussi intéressant d’étudier la dynamique de la rencontre entre lymphocytes T régulateurs et 
cellules présentatrices de l’antigène ainsi que l’organisation moléculaire des synapses 
immunologiques formées. En effet, des défauts similaires à ceux observés sur les lymphocytes 
T effecteurs pourraient aussi être à l’origine du défaut d’activation des lymphocytes T 
régulateurs (Marangoni et al., 2007).   
Nous avons aussi démontré qu’en absence de WASP, la survie homéostatique des 
lymphocytes T induite par les cellules dendritiques est favorisée. Puisqu’un contact est 
nécessaire pour l’induction de survie des lymphocytes T par les cellules dendritiques (Revy et 
al., 2001), nous proposons que les lymphocytes T autospécifiques soit majoritairement 
protégés de l’apoptose spontanée. Ainsi en absence de WASP, un enrichissement en cellules
autospécifiques est envisageable. Ceci pourrait expliquer la restriction du répertoire Vβ 
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observée chez les patients WAS à partir de l’âgé de 15 ans (Wada et al., 2005). Pour tester 
cette hypothèse, il serait intéressant de reproduire l’expérience que nous avons précédemment 
réalisée avec des CD4+ Vβ2, avec des lymphocytes T CD4+ totaux. Nous analyserions ensuite 
le répertoire Vβ des cellules qui ont été protégées de l’apoptose par les cellules dendritiques.
Selon le modèle de la rencontre en série entre lymphocyte T et cellules présentatrices 
de l’antigène (Figure 20), la fréquence des interactions définit l’issue de ces rencontres 
(Friedl and Gunzer, 2001). En effet, des rencontres fréquentes vont conduire à l’activation du 
lymphocyte T, alors que des rencontres trop rares induiront l’anergie du lymphocyte T. En 
absence de WASP nous avons montré que les lymphocytes T étaient plus mobiles au contact 
de cellules présentatrices de l’antigène non chargées en antigène. Dans notre modèle nous 
n’avons pas pu mesurer la fréquence des interactions car la concentration en cellules 
dendritiques et les protrusions membranaires qu’elles émettent permettent aux lymphocytes T 
de contacter plusieurs cellules dendritiques en même temps. De plus, les lymphocytes 
scannent la surface des cellules dendritiques en 3-dimensions ; nos acquisitions en 2-
dimensions ne nous permettent pas d’identifier de manière univoque toutes les interactions 
intermittentes établies. Cependant, nous pouvons imaginer qu’une augmentation de la 
mobilité des lymphocytes T en absence de WASP, leur permette d’établir des contacts plus 
fréquents avec les cellules présentatrices de l’antigène. Une augmentation de la fréquence des 
contacts établis favoriserait l’activation lymphocytaire au détriment de l’induction d’anergie. 
Dans le contexte de la rencontre avec des cellules dendritiques présentant des antigènes du 
soi, ceci favoriserait l’activation de cellules autoréactives.   
Finalement, alors que des progrès considérables sont réalisés pour la thérapie génique 
pour WAS et que les résultats des premiers essais cliniques sont encourageants, la 




Figure 20 : Modèle des rencontres en 
série.
Le modèle des rencontres en série entre 
lymphocytes T et cellules présentatrices de 
l’antigène propose que des rencontres 
fréquentes et de courte durée conduisent à 
l’activation des lymphocytes T alors que 
des rencontres rares induisent leur anergie.
Adaptée de (Friedl and Gunzer, 2001)
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physiopathologie de cette maladie est encore très mal comprise. Nos résultats permettent de 
mieux comprendre le rôle de WASP dans la dynamique de la rencontre entre cellules 
présentatrices de l’antigène et lymphocytes T. Une bonne régulation de ces interactions est la 
clef à la mise en place d’une réponse immunitaire adaptée. Pour la première fois, les 
interactions entre lymphocytes T humains et cellules dendritiques dans le contexte de WASP 
ont été expérimentées en dynamique. Nos travaux ouvrent encore de nombreux champs 
d’investigation quant au rôle de WASP. Particulièrement, les recherches sur l’origine des 
désordres autoimmuns méritent d’être approfondies. En effet, les patients WAS traités par 
transplantation de moelle osseuse développent des maladies autoimmunes (Ozsahin et al., 
2008). Cette complication est associée à la présence résiduelle de lymphocytes T déficients 
pour WASP. Ces derniers seraient à l’origine des manifestations auto-immunes malgré la 
présence de lymphocytes T de donneurs sains. Le suivi à long terme des patients traités par 
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dirigée spécifiquement contre un pathogène. L’efficacité de la réponse immunitaire dépend de la
générationdelymphocytesTCD4+,del’acquisitiondeleursfonctionseffectricesetdel’exercicede
cesdernières.Cesdifférentesétapessedéroulentsuccessivementdansdifférentssitesspécialisésde
l’organisme.Ceci imposeaux lymphocytesTCD4+unegrandemobilitéainsique l’établissementde
contactsprivilégiésaveclescellulesprésentatricesdel’antigène,responsablesdeleurdifférenciation
et de leur activation. La mobilité ainsi que les interactions cellulaires des lymphocytes T CD4+
requièrentune réorganisationcontinuede leurcytosqueletted’actine.Undes régulateursmajeurs
ducytosqueletted’actinedeslymphocytesTestlaprotéinedusyndromedeWiskottAldrich(WASP)
dontladéficienceprovoquelesyndromedeWiskottAldrich(WAS),uneimmunodéficienceprimaire
sévère. Le dysfonctionnement des lymphocytes T est généralement considéré comme la cause
majeuredudérèglementdusystèmeimmunitaireobservéchezlespatientsWAS.
Mes travaux de thèse ont consisté à étudier l’implication de WASP dans la mobilité des
lymphocytes T CD4+ humains, au cours des phases de migration et de rencontre avec les cellules





des antigènes du soi. Dans cette situation, il a été précédemment décrit que les cellules
présentatricesdel’antigèneinduisaientlamobilitédeslymphocytesTetparticipaientaumaintiende
l’homéostasie lymphocytaire. De façon surprenante, nous avons observé que l’absence de WASP
conduisait à une mobilité anormalement élevée des lymphocytes T CD4+ au contact des cellules
présentatrices de l’antigène. Nous avons ensuite montré que cet excès de mobilité était lié à une
adhésion LFA1/ICAM1 anormalement régulée. En conséquence de cet excès de mobilité, nous






de la synapse immunologique, formée entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de
l’antigène. En conséquence de cette mauvaise organisation, des défauts de prolifération et de
productiondecytokinesdeslymphocytesTontétérévélés.
Finalement, nos résultats indiquent que WASP agirait comme un frein sur la mobilité des
lymphocytes T CD4+ au contact des cellules présentatrices de l’antigène pour permettre une
interaction cellulaire optimale dans le contexte de la rencontre avec le soi et le nonsoi. Nous





CD4+ T cells orchestrate immune response directed specifically against pathogens. Immune
responseefficiencydependsonthematurationofCD4+T lymphocytesandontheirabilitytoexert
effectorsfunctions.ThesestepsoccursuccessivelyindifferentsitesoftheorganisminwhichTcells
will interact with multiple antigen presenting cells. Tissue homing and antigen presenting cell
scanning require a very high and regulated migratory capacity. This is in part controlled by actin








Then, we investigated the role of WASP in CD4+ T lymphocyte interaction with antigen presenting
cells presenting selfantigens. In this context, it was previously described that antigenpresenting
cellsdriveTcellmotilityandmaintainTcellhomeostasis.Surprisingly,weobservedthattheabsence
ofWASPleadtoanabnormallyhighCD4+Tcellmotilityatthecontactwithantigenpresentingcells.
Then, we showed that this increased motility is linked to an abnormal regulation of LFA1/ICAM1
adhesion. Consequently of this exacerbated motility, we also observed that T cell homeostatic
survivalisfavored.Finally,wepursuedourstudyinthecontextofexogenousantigenencounter.In
this condition, it is known that TCR engagement with exogenous antigens drive T cell migration
arrest.WeobservedthatintheabsenceofWASP,CD4+Tlymphocytesareunabletostopefficiently
atthecontactwithantigenpresentingcells.Wealsodemonstratedthatsignalingmoleculesatthe
immunological synapse established between T lymphocytes and antigen presenting cells are
dispersedintheabsenceofWASP.Consequentlytothisdefectiveorganization,weshowedthatCD4+
Tcellproliferationandcytokineproductionareimpaired.
All together, our results indicate that WASP acts as a brake on CD4+ T cell motility at the
contactwithantigenpresentingcellspermittingoptimalcellularinteractioninthecontextofselfand
nonself encounter. We hypothezed that these defects could be in part responsible for the
autoimmunedevelopmentandimmunodeficiencyobservedinWASpatients.
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